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Introduzione: Nel corso della storia le malattie infettive hanno rappresentato una rilevante causa di 
mortalità. La medicina umana è riuscita a ottenere grandi rivoluzioni nella terapia contro gli agenti 
microbici grazie all’utilizzo dei sulfamidici a partire dagli anni trenta, e delle penicilline a partire 
dagli anni quaranta, riuscendo a diminuire la mortalità e la morbilità. Dopo poco tempo, però fu 
osservato che alcuni ceppi batterici erano in grado di sviluppare resistenza alle terapie 
antimicrobiche, e iniziarono ad essere descritti ceppi resistenti agli antibiotici. 
Staphylococcus aureus è attualmente una delle cause più frequenti di patologie infettive umane. E’ 
principalmente responsabile di infezioni suppurative, ma può anche arrecare infezioni in tessuti 
profondi per la sua capacità invasiva e tossinfezioni alimentari. 
Le infezioni stafilococciche furono trattate in un primo momento con le penicilline, ma questi 
microrganismi non tardarono a sviluppare un fenotipo resistente che gli consentì di sopravvivere 
anche alle terapie con i β-lattamici di ultima generazione come la meticillina, favorendo 
l’insorgenza dei cosiddetti ceppi MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus), che 
purtroppo ebbero una larga diffusione negli ambienti ospedalieri e poi nella popolazione. 
La WHO (World Health Organization) tiene costantemente sotto controllo la diffusione dei ceppi 
MRSA nei vari paesi. 
 
Scopo: Questo lavoro di tesi, si propone di: 
1) isolare ceppi di Staphylococcus aureus da matrici umane e animali e valutarne l’eventuale 
resistenza alla meticillina. 
2) una volta isolati i ceppi MRSA, saranno confrontati diversi sistemi d’identificazione, con 
l’utilizzo di terreni selettivi, kit biochimici miniaturizzati e metodi molecolari con l’obiettivo di 
individuare il procedimento più efficace e rapido per la valutazione delle specie di stafilococchi 
causanti patologia, principalmente negli animali da allevamento e da compagnia, ma anche negli 
ambienti ospedalieri. 
 
Metodi: La ricerca è stata condotta su diversi ceppi di stafilococchi isolati da campioni di origine 
animale, con caratteristiche eterogenee e da diverse sedi di prelievo. 
Per prima cosa i campioni sono stati processati attraverso la procedura standard di semina per 
strisciamento sia su terreni non selettivi come Agar Sangue che su quelli selettivi come MSA 
(specifico per lo stafilococco, in quanto microrganismo alofilo) e successivamente incubati per 18-
24 h a 37°C in aerobiosi. 
  
A seguito del periodo d’incubazione, su tutti i campioni veniva effettuata la colorazione di Gram, le 
prove della catalasi, dell’ossidasi, e della coagulasi con plasma di coniglio. I ceppi isolati venivano 
poi seminati su Mannitol Salt Agar. Ogni ceppo era identificato per mezzo del sistema biochimico 
miniaturizzato API STAPH. 
Per ogni ceppo, è stato infine valutato il profilo di suscettibilità antibiotica e l’eventuale presenza di 
multi resistenze nei confronti dei principali antibiotici utilizzati nella pratica clinica. La metodica 
utilizzata è stata quella di diffusione in agar, o metodo di Kirby- Bauer sul terreno Muller Hinton. 
Dopo incubazione a 37°C, per 18-24 h sono stati misurati gli aloni dell’inibizione della crescita 
batterica e i risultati sono stati interpretati sulla base di range interpretativi forniti dalle ditte 
produttrici degli antibiotici. 
I ceppi MRSA, attraverso test molecolari, sono stati inoltre saggiati per la presenza e la 
caratterizzazione di geni che conferiscono la resistenza alla meticillina. 
 
Conclusioni: i risultati di questo lavoro di tesi portano alla caratterizzazione clinica e molecolare di 
ceppi di Staphylococcus aureus comunitari, ospedalieri e da allevamento al fine di sviluppare delle 
strategie efficaci per limitare la diffusione di SA meticillino resistenti e monitorare accuratamente la 




Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium that causes different kinds of disease like 
bloodstream, skin and soft tissue and alimentary infections.    
Methicillin was introduced into clinical use for the treatment of infections caused by penicillin- 
resistant Staphylococcus aureus in 1960. The first isolate of Methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) was reported within a year and today, it is a major cause of healthcare-associated 
and community-associated infections worldwide.  
The aim of this study is twofold: 
1)To investigate Staphylococcus aureus strains in animal and human samples; 
2) To analyze the main properties of MRSA through selective and differential media, biochemical 
identification kit, and molecular analysis.  
MRSA strains were isolated using Brain Hearth Infusion (BHI) broth and mannitol salt agar plates. 
After an incubation at 37°C for 24 h, suspected colonies were confirmed to be S. aureus and tested 
for resistance in Müller-Hinton agar. MRSA strains were analyzed with antibiograms (Kirby-Bauer 
test). Molecular typing techniques as MLVA, MLST, were used for the isolated MRSA.  
In total 46 animal samples and 44 human samples from hospitalized patients were analyzed. No 
MRSA was isolated from animal samples, however two methicillin resistant Staphylococcus 
pseudointermedius were isolated from dogs.  
24 MRSA from human samples were analyzed. The dominant strain was identified with MLST as 
ST22 and determination of SSCmec IVa was identified with PCR multiplex.  
Finally, it is possible to say that, the exposure to the hospital environment is the main risk factor for 
MRSA. The colonization rates are considerably higher in the NICU (Neonatal Intensive Care Unit) 
where children have a physiological immaturity. 
Today, the surveillance  is regarded as a means of generating “information for action” and so it is an 
helpful tool to control the circulation of MRSA, stopping the spread of bacterium trying to break the 
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L’incremento nell’insorgenza di resistenza agli antibiotici da parte dei microrganismi è divenuta, 
negli ultimi anni, un problema di sanità pubblica a livello europeo e mondiale, che rischia di 
compromettere l’efficacia futura di questi preziosi farmaci nel controllare le infezioni batteriche 
(Johnson, 2011.)  
In tale ottica, limitare l’uso improprio di questi farmaci, è divenuto oggi una priorità di sanità 
pubblica, secondo le raccomandazioni del Consiglio Europeo del 2001, adottate dai Ministri della 
Salute dei paesi membri.  
La possibilità di disporre di una terapia efficace, e il miglioramento delle condizioni igienico- 
sanitarie della popolazione dei paesi industrializzati nella seconda metà del secolo scorso, hanno 
permesso una rilevante diminuzione di alcune malattie infettive “storiche” come il tifo, il colera, la 
tubercolosi. 
Tuttavia, il problema dell’antibiotico resistenza, non ha tardato a presentarsi: Staphylococcus 
aureus ha rapidamente sviluppato un fenotipo resistente al primo antibiotico introdotto sul mercato, 
la penicillina. La soluzione però, era a portata di mano, grazie alla scoperta e alla successiva 
introduzione nella pratica clinica di nuovi antibiotici: così la meticillina divenne la terapia di scelta 
per quei ceppi di S. aureus resistenti alla penicillina (Johnson, 2011.)  
Quindi, se emergevano nuove resistenze, era prontamente messo a disposizione un nuovo 
antibiotico ancora più efficace contro quel dato microorganismo; nel periodo compreso tra il 1945 e 
il 1960, “un’epoca d’oro” della scoperta degli antibiotici, sono state scoperte e messe sul mercato 
ben 20 classi diverse di antibiotici. La crisi dell’antibiotico resistenza è iniziata negli ultimi due 
decenni, in quanto l’uso smodato di questi farmaci, ha permesso, secondo un meccanismo di 
selezione naturale di tipo darwiniano, la comparsa e la diffusione di ceppi batterici antibiotico- 
resistenti (Pantosti A., 2009).   
S. aureus, prima dell’avvento degli antibiotici, era associato ad un tasso di mortalità dell’80%, 
rappresentando uno degli agenti batterici in grado di causare patologie potenzialmente letali 
nell’uomo. Come precedentemente menzionato, questo microrgannismo ha sviluppato meccanismi 
di resistenza che gli hanno consentito di sopravvivere alle terapie con i farmaci β-lattamici come la 
meticillina, favorendo la diffusione dei cosiddetti ceppi MRSA (methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus) sia in ambito nosocomiale, che nella popolazione (M. Ferretti, 2011). 
L’obbiettivo attuale della World Health Organization (WHO) è pertanto, quello di tenere 
costantemente sorvegliato l’eventuale aumento dei casi di MRSA, attivando piani di controllo e 





Gli stafilococchi sono microrganismi con una patogenicità multifattoriale. In precedenza 
erano inclusi nella famiglia delle MICROCOCCACEAE comprendenti vari generi, tra i quali i 
principali sono: Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus e Planococcus.  
 
 
Figura 1- Micrococchi  
(http://www.kimicontrol.com/edu.html) 
 
Tuttavia, oggi sono classificati all’interno di famiglie separate a seguito delle significative 
differenze riscontrate nella composizione in acidi nucleici del DNA genomico, nella struttura della 
parete e negli acidi grassi della membrana plasmatica.  
Al genere Micrococcus appartengono batteri ubiquitari isolati da cute, mammelle, latte e alimenti di 
origine animale.  
Le specie che invece appartengono al genere Stomatococcus, come è facilmente intuibile dal nome, 
vengono isolate nel cavo orale e dalle vie respiratorie superiori dell’uomo.  
Nel genere dei Planococcus troviamo batteri isolati da ostriche e gamberi e dunque presenti 
prettamente nell’ambiente marino (Ruffo, 1998). 
Per le patologie umane e veterinarie destano molta attenzione le specie appartenenti al genere 
Staphylococcus, ampiamente diffusi nell’ambiente, di cui segue una descrizione più dettagliata. 
 
1.1. Genere Staphylococcus  
Il nome generico di Staphylococcus fu proposto per la prima volta da Ogston e successivamente 
fu adottato da Rosenbach, che, basandosi sulla pigmentazione delle colonie, li suddivise in due 
specie: S. aureus e S. albus. Con l’evoluzione delle tecniche di allevamento e la comparsa nel 
tempo di resistenze agli antibiotici, le infezioni da stafilococco sono andate via via incrementandosi, 
soprattutto negli allevamenti di bovini, ovi-caprini, suini e volatili.  
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Grazie all’evoluzione e al progresso nelle tecniche microbiologiche, biochimiche ed enzimatiche, la 
tassonomia degli stafilococchi ha subito diverse modificazioni negli anni, passando così da una 
classificazione iniziale, basata esclusivamente sulla pigmentazione delle colonie. Ad un 
raggruppamento che comprende ben 29 specie (Suzuky, 2012). 
Il più recente inquadramento tassonomico prevede la suddivisione del genere Staphilococcus, in 
base a caratteristiche comuni, in quattro gruppi omogenei: 
- gruppo S. epidermidis: composto da S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemoliticus, 
S. hominis, S. Saccharolyticus; 
- gruppo S. saprophyticus: composto da S. saprophyticus, S. cohnii; 
- gruppo S. simulans: composto da S. simulans e S. carnosus;  
- gruppo S. sciuri: composto da S. sciuri e S. lentus. 
Le specie S. aureus, S. auricularis, S. intermedius, S. hyicus e S. caseolyticus, non possono essere 
comprese in nessuno dei gruppi precedenti né costituire un raggruppamento isolato in quanto 
diverse tra loro. (Ruffo, 1998) 
L’identità di specie si basa: 
a) sulle informazioni relative al genotipo: 
 dimensioni del cromosoma; 
 composizione del DNA; 
 omologia del DNA; 
b) sulle caratteristiche fenotipiche: 
 composizione della parete cellulare;  
 morfologia delle colonie; 
 attività e struttura molecolare dei vari enzimi; 
 produzione di acidi come risultato della fermentazione dei carboidrati; 
 resistenze ad alcuni antibiotici; 
 esigenze nutritive; 
 esigenza di ossigeno (Ruffo, 1998). 
In patologia veterinaria all’interno del genere Staphylococcus, generalmente le numerose specie 
vengono distinte in due gruppi, in base alla capacità di produrre un enzima, la coagulasi 
responsabile della coagulazione del plasma di coniglio. L’enzima esiste in due forme: la coagulasi 
legata o clumping factor (enzima legato alla cellula batterica) e la coagulasi libera (enzima 
extracellulare). Tali enzimi hanno l’effetto di formare un rivestimento di fibrina attorno alla cellula 











        Figura 2- Test della coagulasi positivo (IZSS Palermo, 2014.) 
 
Gli stafilococchi coagulasi positivi sono S. aureus e S. intermedius. Queste costituiscono le specie 
più patogene per l’uomo e sono implicate in gravi sindromi invasive o tossiche (Madigan, 2007). 
Gli stafilococchi coagulasi negativi, tra cui si annoverano S. epidermidis, S. saprophyticus, S. 
haemolitycus, S. hominis, si comportano come patogeni opportunisti, soprattutto in ambito 
nosocomiale; possono svilupparsi da ferite infette e da cateteri venosi centrali contaminati e sono 
responsabili di batteriemie, infezioni alle vie urinarie soprattutto nelle donne giovani, infezioni sulle 
protesi dei bambini, degli adulti e dei soggetti immunocompromessi. 
Tale distinzione, anche se ormai accettata dalla maggioranza, è soggetta a continui aggiornamenti. 
In base alle informazioni di carattere epidemiologico e patogenico, possiamo evidenziare alcune 
delle caratteristiche biochimico- enzimatiche degli Stafilococchi causanti patologie animali (tab.1). 
 
Tab. 1- Principali caratteristiche biochimico- enzimatiche degli Stafilococchi di maggiore 




1.1.1. Caratteristiche di Staphylococcus aureus  
 
Figura 3- Staphylococcus aureus 
(http://www.samaritanid.com/staphylococcus_aureus.htm) 
 
Staphylococcus aureus è un batterio Gram positivo appartenente al genere dei cocchi, del 
diametro di 0,8-1,5 μm, che si dispone tipicamente in ammassi irregolari (dal greco σταυυλή = 
grappolo), è asporigeno, immobile e può essere sia capsulato che non.  E’ un anaerobio facoltativo, 
capace di respirare ed anche fermentare il glucosio con produzione di acido lattico (fermentazione 
omolattica); è catalasi positivo e catalizza la scissione dell’H2O2 in H2O+ O2. Mostra una notevole 
resistenza alle elevate concentrazioni di NaCl (7,5%) che invece è in grado di inibire la maggior 
parte degli altri batteri.  
Le dimensioni del genoma di S. aureus sono nel range di 2000-3000 kb (Gӧtz, 2006). 
E’ chiamato “aureus” perchè, generalmente, produce un pigmento giallo oro, ma la pigmentazione 
può variare dal giallo chiaro all’arancione scuro. Si moltiplica in aerobiosi a 37°C, dando origine a 
colonie tipiche: pigmentate, lisce, lucenti, tondeggianti a margini netti. I ceppi capsulati (e spesso 
quelli meticillino-resistenti lo sono) formano in genere colonie più piccole e convesse, rispetto ai 
comuni ceppi privi di capsula. Le emolisine (α e β) possono essere prodotte contemporaneamente 
dalle stesse colonie e sono responsabili della comparsa di emolisi completa o incompleta o di 
entrambe. Eccezionalmente l’emolisi è assente. S. aureus fermenta il mannitolo, il saccarosio e il 
ribosio ma non il cellobiosio e lo xilosio; invece produce la proteasi, la lipasi e la fosfolipasi. La sua 
attività patogena è legata sia alla produzione di tossine e di enzimi, che alla sensibilità 
dell’organismo animale ospite e dei singoli organi e apparati. Viene considerato un microrganismo 
ad elevata patogenicità anche per gli animali tra cui i carnivori domestici e l’equino, nei quali è 
responsabile di malattie con carattere sporadico mentre ha carattere endemico negli animali da 




Attualmente comprende comuni commensali della cute di mammiferi e uccelli; e nell’uomo è stato 
isolato sulla cute e nelle cavità rino-faringee.  
Gli Stafilococchi possono anche comportarsi come patogeni-opportunisti. Principalmente causano 
infezioni suppurative ma possono anche causare: 
 infezioni in tessuti profondi per la loro capacità invasiva (polmoniti, meningiti, osteomieliti 
ecc…) 
 tossinfezioni alimentari per la produzione di un’ampia gamma di tossine, incluse le 
enterotossine, che vengono rilasciate nel mezzo circostante o nel cibo. 
Frequentemente il ceppo di S. aureus che contamina gli alimenti destinati all’uomo, è quello 
proveniente dalle cavità nasali o dalla cute o dalle mucose dell’operatore (portatore). 
Se il cibo contenente le enterotossine preformate viene consumato nell’arco di 1-6 ore si sviluppa 
una gastroenterite caratterizzata da nausea, vomito e diarrea.  
Gli alimenti più comunemente interessati sono i dolci al forno, ripieni di crema o panna, il pollame, 
la carne e i suoi derivati, le salse, le insalate di uova o carne, le torte e i condimenti per insalate a 
base di panna. Di norma questi cibi sono sicuri se sono tenuti in frigorifero dopo la loro 
preparazione, in quanto la crescita di S. aureus è notevolmente ridotta alle basse temperature.  Le 
enterotossine sono relativamente termostabili e non vengono inattivate con un semplice 
riscaldamento del cibo. Agiscono stimolando i recettori dei neuroni intestinali, stimolando il centro 
ipotalamico del vomito.  
 
1.2 Patogenicità e fattori di virulenza di Staphylococcus aureus  
La virulenza di S. aureus è un fenomeno multifattoriale determinato da diverse cause che 
intervengono sequenzialmente nel provocare infezione e malattia.  
S. aureus sopravvive sulla cute e sulle mucose grazie a dei fattori che gli consentano di aderire alle 
superfici e a degli enzimi che ne permettano la sopravvivenza. 
Successivamente, penetra nei tessuti, sfruttando alcuni enzimi ad attività degradativa che 
permettono la diffusione nei tessuti dell’ospite e grazie alla produzione di alcuni fattori e tossine 
con attività antifagocitaria, mediante i quali riesce ad eludere la prima linea di difesa dell’immunità 
naturale.  Fra le numerose sostanze extracellulari elaborate dagli stafilococchi, alcune hanno attività 
specifica e sono responsabili di manifestazioni patologiche di ordine locale o generale come, ad 
esempio, le enterotossine e le dermonecrotossine. In generale, l’attitudine patogena degli 
stafilococchi è da riferire a quegli enzimi e tossine diverse, che singolarmente o in associazione, 
possono provocare dei quadri morbosi variabili in relazione alla specie ospite, alle sue condizioni 
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fisiche e alle capacità reattive dell’organo e potrebbero, inoltre, agire nel sito d’infezione o a 
distanza.   
 
1.2.1. La struttura della parete cellulare 
La parete cellulare degli stafilococchi ha una struttura analoga a quella di tutti i batteri Gram 
positivi con uno spessore di 60- 80 nm e piuttosto omogenea. E’ costituita dal polimero di 
peptidoglicano (o mucopeptide batterico o mureina), acido teicoico e proteine. Il peptidoglicano è 
formato da un’unità strutturale formata da N- acetilglucosammina, e acido N- acetilmuramico 
(componente assolutamente specifico della parete batterica). Per mezzo di un legame β 1,4 
glucosidico, l’acido N- acetilmuramico si lega all’N-acetilglucosammina dell’unità successiva. 
Questo legame può essere scisso dal lisozima o dalla muramidasi, un’enzima ampiamente diffuso 
nel materiale biologico come lacrime, saliva, albume, latte ecc. I diversi polimeri lineari sono poi 
trasversalmente collegati tra di loro grazie a catene amminoacidiche. Una caratteristica del 
peptidoglicano stafilococcico è la frequente presenza di ponti interpeptidici ricchi in glicina e in 




Figura 4- Staphylococcus aureus: parete cellulare 
 
Gli stafilococchi possiedono una parete cellulare molto spessa che circonda e racchiude 
completamente il batterio, formata da numerosi strati di peptidoglicano con minori quantità di altre 
componenti tra cui l’acido teicoico (τεῖχος = muro). Gli acidi teicoici della parete cellulare sono 
polimeri idrosolubili contenenti gruppi fosfodiesterici che sono legati covalentemente al 
peptidoglicano. Consistono di zuccheri poliolici (per es. il glicerolo), e/o di zuccheri N-
acetilaminici. Pur essendo le componenti sempre le stesse, la struttura non è mai uguale e può 
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cambiare da specie a specie. Gli acidi teicoci legandosi ai lipidi formano gli acidi lipoteicoci e 
servono ad ancorare la parete cellulare alla membrana citoplasmatica sottostante. 
La parete cellulare dei Gram positivi è caratterizzata da una specifica polarità dovuta alla presenza 
degli amminozuccheri e amminoacidi del peptidoglicano e da radicali fosforici degli acidi teicoci. 
Grazie a queste caratteristiche, la parete riesce ad opporsi al passaggio delle molecole idrofobiche 
che potrebbero danneggiare la struttura della membrana citoplasmatica. Di contro, risulta 
permeabile alle molecole idrofile e dunque molecole come gli zuccheri o gli amminoacidi possono 
attraversarla e così raggiungere la membrana citoplasmatica.  
Il peptidoglicano e l’acido teicoico non rappresentano affatto un ostacolo al passaggio di alcune 
molecole anche se di notevoli dimensioni purchè siano idrofile e consentono inoltre l’esportazione 
di diverse proteine sintetizzate all’interno della cellula batterica come esoenzimi, tossine. 
Grazie alla sua polarità, la parete batterica ha la possibilità di legare anche dei cationi che vanno a 
garantire un ambiente ionico adeguato per il funzionamento degli enzimi presenti nella membrana 
plasmatica, come per esempio quelli responsabili della sintesi del peptidoglicano. Grazie alle 
capacità della parete di fissare delle notevoli quantità di cationi, è possibile per il batterio tollerare 
delle elevate concentrazioni saline: infatti gli stafilococchi vengono definiti altamente alofili. 
Inoltre, la parete cellulare riesce anche ad assumere una certa rigidità tale che questi microrganismi 
possono sopravvivere in ambienti ipotonici impedendo l’assunzione di acqua oltre un certo limite di 
distensione della parete stessa evitando così la lisi cellulare.  
 
1.2.2. Componenti strutturali  
E’ opportuna una suddivisione dei fattori di virulenza e patogenicità in: 
 Componenti strutturali e antigeniche: 
1. GLICOCALICE (SLIME): strato mucoso polisaccaridico, situato all’esterno della 
parete cellulare. In alcuni ceppi di S. aureus forma una vera e propria capsula 
polisaccaridica, dotata di potere antifagocitario. Il glicocalice permette al batterio di 
aderire ai tessuti dell’ospite ed ai materiali protesici ed artificiali (valvole cardiache, 
cateteri vascolari).  
2. ADESINE: vengono indicate con l’acronimo di MSCRAAM, Microbial Surface 
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecular e hanno la capacità 
d’interagire specificatamente con proteine della matrice extracellulare (fibronectina, 
collagene, laminina e fibrinogeno). 
3. PROTEINA A: contenuta nella parete cellulare si lega al frammento Fc delle 
immunoglobuline di tipo IgG e possiede una spiccata affinità di legame per il 
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recettore Fc di IgG1, IgG2 e IgG4, bloccandone la funzione. Esplica inoltre anche 
una funzione anticomplementare e antifagocitaria. 
4. ANTIGENI POLISACCARIDICI: situati al di sotto della proteina A. 
5. ACIDI TEICOICI: sono polimeri specie-specifici legati covalentemente al 
peptidoglicano e favoriscono l’adesione alle mucose.  
 
 Tossine: 
1. EMOLISINE: sono tossine citolitiche del tipo alfa, beta, gamma e delta.  
 La tossina α è citotossica per eritrociti, leucociti, epatociti, piastrine (è 
responsabile della formazione di pori sulle membrane cellulari) attivando un 
“pathway” di morte mitocondriale. Ha anche un’azione distruttiva sui muscoli 
lisci dei vasi sanguigni.  
 La tossina β, detta anche sfingomielinasi C, è labile al calore e tossica per 
eritrociti, leucociti, macrofagi e fibroblasti. Può idrolizzare i fosfolipidi di 
membrana e insieme alla tossina α sono responsabili della formazione di 
ascessi.  
 La tossina δ è una citotossina ad ampio spettro ad attività citolitica su eritrociti 
e molti altri tipi cellulari. Va ad agire sulle membrane con attività di tipo 
detergente.                                       
2. LEUCOCIDINA: conosciuta anche come tossina di Pantom-Valentine, è in grado di 
uccidere i leucociti di molte specie animali. Insieme alla tossina γ, producono dei 
pori aumentando la permeabilità delle membrane cellulari causando instabilità 
osmotica.   
3. TOSSINA EPIDERMOLITICA O ESFOLIATIVA: appartiene alle serina-proteasi. 
Esistono due forme della tossina: ET-A (termostabile, gene cromosimico) ed ET-B 
(termolabile, plasmidica). Questa tossina è responsabile della sindrome da pelle 
ustionata (SSS) o malattia di Ritter, una dermatite esfoliativa che colpisce i bimbi da 
1- 3 anni. Agisce sui desmosomi a livello dello strato granuloso. E’ caratterizzata 
inizialmente da eritema periorale localizzato che poi si diffonde in forma di bolle 
sull’intero corpo in due giorni.  
4. TOSSINE PIROGENE 
5. TOSSINA DELLA SINDROME DELLO SHOCK TOSSICO: si comporta come un 
super antigene. Viene secreta durante la crescita di S. aureus. E’ responsabile di 
febbre, ipotensione, rash cutaneo e desquamazione.   
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6. ENTEROTOSSINE: possono causare intossicazioni alimentari. S. aureus produce 
sette diverse enterotossine: A, B, C1, C2, C3, D ed E. L’enterotossina A è un 
superantigene spesso associato con l’intossicazione alimentare da stafilococco. I 
superantigeni funzionano stimolando un alto numero di cellule del tipo T che, a loro 
volta, rilasciano composti intermedi intercellulari detti citochine. Queste ultime 
attivano a livello intestinale una risposta generale di tipo infiammatorio che si 
manifesta come gastroenterite e conseguente perdita di liquido dall’intestino. 
L’enterotossina A di S. aureus è un piccolo peptide con peso molecolare di 30000 
Dalton, codificato da un gene cromosomico. Sebbene il gene entA sia localizzato sul 
cromosoma batterico, le enterotossine B e C di S. aureus, possono essere codificate 
su plasmidi, trasposoni, o batteriofagi liso genici.  
 Enzimi: 
1. CATALASI: converte il perossido d’idrogeno in acqua e ossigeno. 
2. COAGULASI: enzima in grado di legarsi al fibrinogeno, formando un rivestimento 
di fibrina intorno alla cellula batterica e proteggendola quindi dalla fagocitosi. 
3. CLUMPING FACTOR: detto anche “coagulasi legata alla cellula”, si lega al 
fibrinogeno facendolo precipitare intorno alla sua superficie.  
4. IALURONIDASI O FATTORE DI DIFFUSIONE: depolimerizza l’acido ialuronico, 
il polisaccaride fondamentale del tessuto connettivo, favorendo la diffusione del 
batterio. 
5. FOSFATASI, DNAasi, LATTICO-DEIDROGENASI, BETA-LATTAMASI. 
6. STAFILOCHINASI: induce fibrinolisi sciogliendo i coaguli di fibrina. 
7. LIPASI: dissolve i lipidi tra cui quelli della cute. 
Considerando che S. aureus è un componente della flora microbica di molte superfici corporee, 
quali cute e mucose (narici e perineo, in particolare), questo batterio può dar luogo ad infezioni e/o 
malattia nel momento in cui le barriere meccaniche rappresentate da cute e mucose perdono la loro 
integrità per via di lesioni (es. traumi e ferite ecc..) ed il microorganismo ha accesso ai tessuti 
sottostanti.  
Le infezioni stafilococciche tendono ad essere localizzate generando infiammazione, essudato e 
necrosi tissutale ma dalla sede primaria il microorganismo può successivamente invadere il torrente 
ematico creando processi infettivi in qualsiasi organo. La caratteristica principale dell’infezione 





1.3. Terreni di coltura per la crescita di Staphylococcus aureus  
Gli stafilococchi non sono microorganismi particolarmente esigenti e crescono facilmente nella 
maggior parte dei terreni batteriologici (anche in condizioni di microaereofilia). 
Su terreni solidi, producono colonie di 2-3 mm di diametro, rotonde e a margini netti, convesse, 
lisce, opache con pigmentazione aurea, bianca o più raramente citrea. 
Si sviluppano in un range di temperatura compreso tra i 10° e 45° C ma la loro temperatura ottimale 
di crescita è tra 30° e 37°C ad un pH tra 4 e 9 e con un optimum tra 7.0 e 7.5.  
La maggior parte delle specie di stafilococco cresce su agar sangue entro 18-24 ore e quelle di 
interesse medico crescono tanto nella parte superficiale che in quella più profonda del brodo di 
tioglicollato o in agar semisolido. 
Riescono a tollerare elevate concentrazioni di NaCl e fermentano la mannite.  
Infatti un terreno selettivo e discriminativo utilizzato per la crescita del batterio è proprio l’Agar 
Sale Mannite che contiene il 7.5% di NaCl; questo terreno inibisce la crescita della maggior parte 
degli altri microrganismi e contiene anche la mannite come unica sorgente di carbonio.   
Nella pratica di laboratorio, l’identificazione di specie viene effettuata con kit rapidi o con sistemi 




Le specie del genere Staphylococcus sono diffuse in natura e possono essere definite organismi 
ubiquitari abitanti la cute, le ghiandole cutanee e le mucose di mammiferi e uccelli.  
I batteri residenti mantengono una popolazione relativamente stabile e aumentano il loro numero 
soprattutto attraverso la moltiplicazione dei microrganismi già presenti. 
I batteri transienti derivano da fonti esogene, si trovano principalmente sulla cute esposta e possono 
essere facilmente lavati via.  
Staphylococcus aureus è stato isolato come specie prettamente presente sui primati; tuttavia viene 
anche isolato da animali selvatici, uccelli e animali domestici. 
 Nell’uomo, S. aureus ha colonizzato prevalentemente le cavità nasali, soprattutto nell’adulto. 
Questo microrganismo è causa di diverse infezioni umane: piodermiti, foruncoli, pustole, 
impetigine, necrosi epidermica tossica, mastite, cistite, prostatite. La cute integra è resistente 
all’infezione stafilococcica; l’infezione e malattia si verificano con l’insorgere di un ascesso o 
lesione suppurativa (raccolta di pus localizzata e circoscritta), dove è possibile individuare: fagociti 
morti, per lo più polimorfo nucleati, essudato infiammatorio, detriti di tessuti e stafilococchi. I 
pazienti ospedalizzati (pazienti che presentano corpi estranei, suture, cateteri o protesi), i pazienti 
-MICROCOCCACEAE- 
12 
sottoposti a terapie con antibiotici ad ampio spettro, i bambini e gli adolescenti con la sindrome 
della cute ustionata, risultano la categoria più a rischio.   
Nei bovini da latte, il sito di elezione è la cute della mammella e dei capezzoli (Ruffo, 1998). Si 
diffonde principalmente per via delle operazioni di mungitura durante le quali le mani 
dell’allevatore e le parti della macchina mungitrice risultano contaminati e consentono il 
trasferimento del batterio sulla cute dei capezzoli. Qui il germe si moltiplica senza provocare alcuna 
lesione ma, una volta accumulato, penetra per via ascendente attraverso l’orifizio del capezzolo.   
S. aureus nel cane e in misura ridotta anche nel gatto, è responsabile di diverse dermopatie. Di 
solito si sviluppa come irruzione secondaria e si moltiplica su lesioni superficiali conseguenti a 
eczema cronico, foruncolosi, seborrea, capaci di modificare l’ecosistema batterico cutaneo, dove S. 
aureus risulta predominante (Ruffo, 1998). Le alterazioni cutanee e la moltiplicazione batterica 
sono causa di lesioni e modificazioni istopatologiche che danno appunto origine alle piodermiti a 
cui segue quasi sempre, uno stato d’ipersensibilità alle infezioni batteriche. Il trattamento deve 
essere in primo luogo diretto verso le cause che provocano le lesioni primarie. Viene dunque 
suggerito l’uso di antibiotici come eritromicina, lincomicina, gentamicina e cefalessina. S. aureus è 
responsabile anche di alcune forme di otite favorite dall’accumulo di materiale estraneo nell’area 
pretimpanica, da traumi, da inadeguata aereazione o eccessiva presenza di peli nel meato esterno. In 
questi casi di otite risultano efficaci preparazioni ad uso topico contenenti corticosteroidi (Ferretti, 
2011).  
Le piodermiti da Staphylococcus spp. possono colpire anche altri animali domestici esempio tra cui 
i cavalli, la cui localizzazione più frequente interessa le aree sulle quali i finimenti sfregano la pelle.   
Soprattutto gli animali affetti da mastite, sembrano costituire oggi, una delle forme di zoonosi che 
ha destato preoccupazione e interessamento da parte dell’ordine sanitario. A tal proposito, è 
significativo ricordare che il primo episodio di infezione stafilococcica segnalato nel lontano 1914 
nelle Filippine fu causato dal consumo di latte proveniente da un animale affetto da mastite 
stafilococcica. Oggi, se comunque il rischio non esiste per il latte sottoposto a trattamento termico, 
altrettanto non si può affermare con sicurezza per alcuni derivati, la cui tecnica di lavorazione 
favorisce lo sviluppo degli stafilococchi e di conseguenza la produzione di tossina.  
Un ceppo specifico di MRSA (CC398), è stato rinvenuto negli animali destinati alla produzione di 
alimenti, più frequentemente nei suini, vitelli, e polli allevati con metodi intensivi, oltre che in 
cavalli e animali da compagnia di un gran numero di paesi, inclusi l’Austria, il Belgio, la 
Danimarca, la Francia, la Germania, l’Italia con il rischio di trasmissione all’uomo. Le categorie più 
a rischio ovviamente sono stati i fattori, personale dei mattatoi, veterinari.. E’ stato rilevato, però, 
che alimenti contaminati da CC398 non hanno mai dato origine a episodi d’intossicazione 
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alimentare. Un gruppo di esperti, ha notato che gli alimenti potrebbero essere contaminati da 
CC398, ma ciò non ha mai dato origine a episodi d’intossicazione alimentare. Comunque, nelle 
zone in cui la prevalenza di MRSA negli animali destinati alla produzione di alimenti è elevata, le 
persone che sono in contatto con gli animali vivi, sono maggiormente a rischio di contrarre CC398, 
rispetto alla popolazione generale, sebbene le infezioni, rimangano episodi rari (Scientific Report of 
EFSA, 2009).   
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2. INSORGENZA DELLA RESISTENZA 
La storia delle infezioni da Staphylococcus aureus è stata fortemente condizionata nel corso 
degli anni dall’evoluzione delle terapie antibiotiche. Il largo impiego in patologia umana e animale 
di antibiotici, ha portato nel tempo alla formazione di un’ampia popolazione microbica resistente. I 
fattori che possono essere correlati con l’insorgenza dell’antibiotico-resistenza sono molteplici, ma 
sicuramente l’uomo ha dato il suo contributo nell’amplificare e accelerare il fenomeno. Infatti, l’uso 
inappropriato di farmaci e le cosiddette auto-medicazioni, dosi, tempi e vie di somministrazione 
assolutamente inadeguate e la scarsa compliance da parte del paziente durante il trattamento 
terapeutico incrementa notevolmente questo fenomeno (Ghezzi, 2011). 
     A tal proposito, risulta interessante evidenziare un sondaggio condotto dal Dipartimento di 
Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate dell’Istituto Superiore di Sanità con il fine di 
ottenere maggiori elementi di conoscenza riguardo all’uso degli antibiotici da parte dei cittadini 
italiani. Infatti, solamente una maggiore coscienza delle aspettative di salute che possono 
conseguire dall’utilizzo di un determinato farmaco, può fornire la convinzione giusta per ridurne 
l’uso o quantomeno condurlo appropriatamente. Il sondaggio è stato commissionato a professionisti 
(IPR Marketing) non appartenenti al mondo scientifico e il campione di riferimento si componeva 
di 2200 individui maggiorenni, residenti in Italia, intervistati nel mese di ottobre 2008 tramite il 
metodo CATI (Computer Assisted Telephonic Interview) con questionario strutturato.  
Per quel che riguardava la domanda “a cosa servono gli antibiotici?”, la risposta esatta (“curare 
alcune specifiche infezioni”), è stata data dal 33% degli individui. E’ stata riscontrata una maggiore 
informazione nella popolazione adulta e nei laureati. Analizzando invece il tipo di malattia che 
viene curata con gli antibiotici, si è riscontrato che il 43% degli intervistati li aveva acquistati 
nell’ultimo anno per curare l’influenza (29%) o il raffreddore (14%). Questi dati non sono 
influenzati dall’età, dal sesso, dal titolo di studio né dalla residenza (Nord, Centro, Sud, Isole).  
Per quanto riguarda l’assunzione degli antibiotici, il 57% degli intervistati ha dichiarato di averne 
presi almeno una volta durante il 2008, percentuale più alta al Sud/ Isole (67%), e minore al nord 
(51%). Anche in questo caso senza differenze legate al sesso, l’età, grado di scolarizzazione degli 
intervistati, confermando così indirettamente che ci troviamo di fronte ad un elevato ed 
erroneo consumo di antibiotici generalizzato. Inoltre solo il 50% circa della popolazione acquista 
antibiotici dietro prescrizione medica; un’alta percentuale li acquista chiedendo al farmacista o 
addirittura autonomamente. Questo fenomeno è stato riscontrato in minore misura nella 
popolazione dei laureati almeno per quello che riguarda il fai da te. Molto spesso, gli intervistati 
sono ricorsi all’antibiotico per curare tosse (32%), mal di gola (37%), influenza (38%). 
Ovviamente, le ripercussioni dell’utilizzo inappropriato, sono state riscontrate anche sul 
-INSORGENZA DELLA RESISTENZA- 
15 
comportamento adottato in relazione al ciclo di cura: il 40% degli intervistati ha dichiarato di non 
completarlo, il 53% dei casi lo interrompe non appena riscontra un miglioramento della 
sintomatologia, di questi il 35% ha dichiarato di smettere quando non riscontra miglioramenti, altri 
ancora (8%) quando riscontrano un peggioramento. Infine, dalle interviste si evince chiaramente 
che una buona parte degli individui ricorre all’auto prescrizione, ovvero si fa prescrivere dal medico 
un antibiotico specifico oppure lo acquista direttamente dal farmacista senza prescrizione sulla base 
di esperienze pregresse o dietro consiglio di parenti e amici (figura 5) (Cassone & Carinci, 2009). 
 
Fig. 5 - Risultati del sondaggio (%) in relazione alla modalità con cui è stato ottenuto 




  Anche l’aumento dell’età media e una maggiore attenzione alla salute degli individui, ha 
comportato un maggiore uso e abuso degli antibiotici. Un altro ruolo determinante è stato svolto 
dall’abitudine di prescrivere e fare utilizzo di antibiotici cosiddetti “ad ampio spettro” spesso per 
non rischiare di incorrere in fallimenti terapeutici, andando però a creare un insieme di nuovi 
trattamenti ciclici con il rischio d’insorgenza di antibiotico resistenze. Persino l’ospedalizzazione è 
annoverata tra le cause d’insorgenza della farmaco resistenza, in quanto la combinazione di più 
pazienti suscettibili, l’uso prolungato di antibiotici e le cross-infezioni hanno come risultato la 
comparsa di infezioni nosocomiali provocate da batteri divenuti resistenti ai farmaci. Il continuo 
uso di queste sostanze terapeutiche e il loro accumulo progressivo nell’ambiente ha avuto come 
risultato l’aumento dei batteri resistenti a livello mondiale.  
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L’utilizzo di antibiotici in ambito veterinario come profilassi o per promuovere la crescita 
animale ha dato il suo contributo nell’incrementare il problema della farmaco resistenza in quanto 
porta ad un aumento della resistenza per quei batteri che possono essere trasmessi dall’animale 
all’uomo. 
Possiamo vedere come, nel tempo, si è instaurata una certa proporzionalità diretta tra il maggiore 
uso degli antibiotici e l’aumento della farmaco-resistenza con un consequenziale insuccesso della 
terapia antibiotica stessa. Ecco perché oggi la Sanità si occupa di promuovere un uso più attento dei 
farmaci in generale e degli antibiotici in particolare. Lo sviluppo di batteri resistenti ad un farmaco, 
sottolinea la capacità di questo microrganismo di rispondere prontamente alla pressione selettiva 
indotta dalla presenza di quella determinata sostanza. Ceppi batterici diventano resistenti e quindi in 
grado di aumentare la loro incidenza e formano così cloni dominanti. Durante un ciclo di terapia 
antibiotica, tutti i batteri presenti nell’organismo sono sottoposti a pressione selettiva inclusi quelli 
costituenti la normale flora microbica residente soprattutto a livello dell’apparato digerente. Ciò 
potrebbe comportare la selezione e crescita preferenziale dei ceppi resistenti caratterizzati da uno 
specifico pool genetico e perfettamente capaci di trasferire questo carattere agli altri microrganismi 
presenti nel soggetto, sia quelli costituenti la normale flora che quelli eventualmente patogeni. 
Talvolta, potrebbe anche capitare che, pur sospendendo la terapia antibiotica, la popolazione 
resistente selezionata continui a persistere e di conseguenza persiste la resistenza all’antibiotico. 
Ovviamente, quando risulta necessaria una terapia antibiotica, non ci si può preoccupare delle 
eventuali conseguenze sulla normale flora microbica; è un problema questo che passa in secondo 
piano ma sicuramente si dovrebbe promuovere l’utilizzo di antibiotici con effetti minimi sui 
microrganismi residenti. Per la cellula batterica, l’espressione di geni della resistenza comporta dei 
costi metabolici non indifferenti per cui, in un determinato contesto, salvo che l’espressione di 
questi geni non comporti un reale vantaggio, risulta più vantaggiosa la perdita di tali geni. Se i geni 
dovessero essere presenti su plasmidi e trasposoni, grazie alla presenza di questi elementi mobili, la 
perdita così come l’inserzione della resistenza risulterebbe più facile. (Ghezzi, 2011). Un esempio è 
la perdita spontanea della meticillino-resistenza da parte di ceppi MRSA durante il passaggio in 
terreni colturali privi di sostanze antibiotiche. Questi ceppi infatti diventano sensibili alla meticillina 
se sono effettuate subcolture con almeno venti passaggi in un terreno privo di antibiotici ad una 
temperatura di 43°C (Hiramatsu, 1990). 
L’insorgenza di una resistenza clinicamente rilevante può comparire sia a distanza di 
qualche mese che di qualche anno dall’introduzione di un nuovo farmaco sul mercato. Per esempio, 
la resistenza alle penicilline è stata documentata pochi anni dopo la loro introduzione nella pratica 
clinica mentre la resistenza alla streptomicina insorse già un anno dopo la sua scoperta. In alcuni 
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casi la resistenza potrebbe insorgere anche dopo decenni, come è successo nel caso della 
vancomicina, che sul mercato mostrò una grande efficacia per trent’anni (Ghezzi, 2011). 
Attualmente è presente più di un meccanismo di resistenza allo stesso gruppo di antibiotici, 
trasmesso da plasmidi che potrebbero coesistere all’interno dello stesso ceppo. 
Uno stipite batterico si può definire resistente ad un farmaco, quando è in grado di moltiplicarsi 
in presenza di concentrazioni del farmaco che risultano inibitorie per la massima parte degli 
stipiti della stessa specie o, quando uno stipite batterico è in grado di moltiplicarsi in presenza di 
concentrazioni del farmaco pari a quelle massime raggiungibili nel corso dell’impiego 
terapeutico (La Placa, 2008). 
 
2.1 Meccanismi di acquisizione della resistenza 
La resistenza è acquisita come una modificazione del genoma. I meccanismi mediante i quali 
tale resistenza viene acquisita sono fondamentalmente due: 
- La resistenza cromosomica ha una bassa frequenza d’insorgenza (costituisce solo il 10-15% di 
tutte le resistenze acquisite) e si realizza tramite un’alterazione mutazionale spontanea 
dell’informazione genetica cromosomica. L’antibiotico esercita un’azione selettiva (seleziona i 
mutanti resistenti inibendo le cellule sensibili) e gli stessi mutanti possono essere resistenti anche ad 
altri antibiotici con caratteristiche simili (cross-resistenza). Questa resistenza si trasmette 
verticalmente tramite la discendenza e può essere one step quando è sufficiente una sola mutazione 
per conferire un elevato grado di resistenza (es. rifamicina, chinoloni) o multistep quando sono 
necessarie più mutazioni affinché si instauri (es. β-lattamine, macrolidi, cloramfenicolo). La 
resistenza a determinati antibiotici può insorgere per modificazioni della sequenza del DNA in 
seguito a mutazioni puntiformi che causano uno spostamento del sistema di lettura e 
conseguentemente alterazioni nella trascrizione e traduzione del gene.   
- La resistenza extracromosomiale vede l’acquisizione di determinanti genetici di resistenza a 
collocazione plasmidica che sono trasferiti orizzontalmente mediante processi di scambio genetico 
come la coniugazione o la trasduzione anche tra batteri di specie diverse. I plasmidi sono piccole 
porzioni di materiale genetico circolare, a doppio filamento che hanno la capacità di replicarsi come 
entità autonome e permanere nella cellula batterica per molte generazioni. Alcuni plasmidi possono 
esistere sottoforma di episomi che si integrano all’interno del cromosoma batterico e con esso si 
replicano. Sia i plasmidi che gli episomi non sono essenziali per il batterio, essi sono trasferiti da 
una cellula all’altra conferendo caratteristiche vantaggiose in determinate circostanze, come ad 
esempio una maggiore virulenza o la capacità di metabolizzare sostanze diverse. Di particolare 
importanza risulta il trasferimento dell’antibiotico-resistenza che avviene per coniugazione 
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attraverso il fattore R e conferisce resistenza ad uno o più agenti antibatterici.  La resistenza da 
fattore R fu riscontrata per la prima volta nel 1952 e ben presto si notò che la diffusione di questa 
forma di resistenza multipla aumentava rapidamente. Il fattore R trasmette fattori di virulenza 
microbica come la capacità di produrre emolisine, enterotossine o le proprietà adesive (Polsinelli, 
1978). 
 I geni che conferiscono l’antibiotico-resistenza sia nei batteri Gram-positivi che quelli Gram-
negativi presentano un’identica sequenza portando quindi alla conclusione che il trasferimento 
avviene anche tra batteri di generi diversi. 
Un altro tipo di elementi genetici mobili è rappresentato dai trasposoni che sono sequenze di DNA 
lineare in grado di spostarsi e inserirsi in punti diversi del genoma e rappresentano un’importante 
fonte di variazione genetica. Hanno dimensioni più piccole di quelle dei plasmidi e possono 
veicolare geni implicati nella resistenza agli antibiotici e ad altre sostanze. Il meccanismo attraverso 
cui vengono trasferiti i geni di resistenza prende il nome di trasposizione (Ghezzi, 2011). 
Da questo tipo di resistenza fin’ora descritta e definita acquisita, si suole fare distinzione con quella 
generale condizione di insensibilità ad uno o più farmaci, e definita come resistenza naturale o 
intrinseca.  
Un esempio di resistenza naturale o intrinseca è quella ritrovata nei batteri Gram-negativi, fra cui 
Pseudomonas aeruginosa che possiede delle membrane esterne molto poco permeabili e per tale 
motivo costituiscono una barriera nei confronti della penetrazione di alcuni antibiotici (es. i 
glicopeptidi). Gli streptomiceti invece hanno geni responsabili della resistenza, prodotti da loro 
stessi e rivolti contro i principi attivi degli antibiotici mentre gli enterobatteri sono resistenti alla 
penicillina. 
      E’ presente anche un tipo di resistenza fenotipica legata ad alcune condizioni ambientali che 
modificano in modo transitorio il livello di sensibilità ad un antibiotico o conseguenti ad alterazioni 
nella regolazione della biosintesi di enzimi degradanti il farmaco. 
 
Un’altra struttura che può avere un ruolo importante nello sviluppo dell’antibiotico 
resistenza è rappresentata dal biofilm, che risulta essere la causa di circa il 65% delle infezioni 
batteriche. Si tratta di microcolonie di cellule batteriche adese a una superficie e incapsulate in una 
matrice polisaccaridica adesiva composta da esopolisaccaride e proteine, secrete dalle cellule stesse. 
I biofilm, che solitamente risultano costituiti da più strati, intrappolano dall’ambiente esterno i 
nutrienti necessari per la crescita della popolazione microbica (Madiga, 2007). Gli esopolisaccaridi 
svolgono una duplice funzione: da un lato rappresentano una sorta di sostanza cementante che 
rinforza i meccanismi primari di adesione dei batteri alle superfici, dall’altro esercitano una 
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funzione protettiva nei confronti dei batteri proteggendoli dall’essiccamento e dalla fagocitosi da 
parte dei leucociti. I batteri del biofilm hanno caratteristiche diverse poiché rispetto ai batteri 
“liberi”, non hanno frequenti cicli di divisione, presentano anche una morfologia diversa e anche il 
profilo di espressione genica è diverso. E’ stato inoltre dimostrato che i batteri che vivono nel 
biofilm sono in grado di acquisire elementi genetici trasmissibili molto più velocemente degli altri, 
ad esempio mediante la coniugazione. La resistenza del biofilm non è rivolta solo agli antibiotici 
ma è stata dimostrata anche contro numerosi disinfettanti (Ferretti, 2011). I biofilm sono implicati 
in parecchie condizioni patologiche come per esempio, disturbi periodontali, calcoli renali e 
infezioni da Staphylococcus. Sfortunatamente, impianti medici e protesi, sia di breve termine come 
per esempio cateteri urinari, sia permanenti come per esempio articolazioni artificiali, sono superfici 
eccellenti per lo sviluppo del biofilm. Per questi motivi il controllo dello sviluppo di un biofilm è 
considerato un problema importante e tutt’oggi le industrie spendono considerevoli quantità di 
denaro per trattare le superfici in modo tale da tenerle libere da biofilm. 
In ambito clinico, le strategie per combattere la formazione di biofilm vertono soprattutto sulla 
ricerca di antibiotici in grado di penetrarlo e di composti che possano prevenirne la formazione 
interferendo con la comunicazione cellulare (Madigan, 2007).  
 In ogni caso, qualunque sia la natura della resistenza, essa si può realizzare attraverso una serie di 
meccanismi come: 
1) produzione di enzimi inattivanti il farmaco; 
2) modificazione del bersaglio su cui agisce il farmaco; 
3) diminuita permeabilità al farmaco o aumentata eliminazione del farmaco dalla cellula; 
4) sviluppo di una via metabolica alternativa a quella inibita dal farmaco (La Placa, 2008). 
Quindi le infezioni provocate da batteri con caratteristiche di antibiotico-resistenza non rispondono 
al trattamento e di conseguenza si avrà una maggiore durata della malattia e un aumento della 
mortalità. Inoltre, si allunga il periodo di infettività e si avrà una maggiore esposizione all’agente 
patogeno con maggiore rischio di contrarre infezioni da ceppi resistenti.  
 Alla luce quindi di quanto descritto, è evidente che risulta necessario un uso più 
responsabile degli antibiotici e quindi si devono incrementare le campagne d’informazione e le 
iniziative di ricerca per contrastare con una maggiore efficacia il fenomeno crescente 
dell’antibiotico resistenza (http://www.antibiotics-info.org/can_tnk.html).  
Nel 2001, la Commissione Europea ha ancora una volta sottolineato la necessità di un’azione di 
coordinamento a livello comunitario e a livello dei singoli Stati membri e ha indicato iniziative e 
possibili azioni da adottare per affrontare il problema. Le strategie specifiche per il contenimento di 
questo fenomeno riguardano quattro aspetti principali: 
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- Sorveglianza: sorvegliare i microrganismi resistenti e raccogliere dati sul consumo di 
antibiotici attraverso lo sviluppo di sistemi di sorveglianza a livello mondiale coinvolgendo inoltre i 
paesi non UE, e rafforzando il collegamento fra reti già esistenti in medicina umana e veterinaria. 
- Prevenzione: sensibilizzare la popolazione al problema della resistenza agli antibiotici e 
impedirne l’uso inutile e inappropriato mantenendo il principio secondo cui gli antibiotici, sono 
ottenibili solo dietro presentazione di ricetta medica. Risulta necessario anche promuovere 
programmi d’immunizzazione, monitoraggio e controllo sull’impiego di antibiotici nei prodotti 
alimentari sia di uso umano che animale, nell’orticultura e in altre produzioni agricole. E’ 
consigliabile inoltre rivolgere una particolare attenzione agli organismi geneticamente modificati 
poiché potrebbero presentare quei geni responsabili della resistenza agli antibiotici (Salmaso et al., 
2009). 
All’interno degli ospedali per una corretta prevenzione e controllo delle infezioni da Hospital 
acquired (HA-) MRSA è bene focalizzare l’attenzione su quattro punti: 
 Igiene delle mani: è la principale accortezza che si può adottare nella 
strategia preventiva. Solitamente, i ceppi nosocomiali sono trasmessi per lo 
più attraverso le mani del personale medico sanitario: diversi studi hanno 
dimostrato che la disinfezione con soluzioni a base di alcool e il lavaggio con 
acqua e sapone abbattono di molto la diffusione delle infezioni.  
 Identificazione e isolamento dei portatori: è un ulteriore contributo alla 
prevenzione della trasmissione. Questo lo si fa, assegnando stanze singole o 
in comune con altri portatori o persone infette e l’uso, da parte del personale, 
di camice e guanti per ogni contatto con il paziente e con aree potenzialmente 
contaminate nell’ambiente del paziente.    
 Decolonizzazione del paziente: nel momento in cui le misure standard di 
prevenzione falliscono e il paziente va incontro ad infezioni ricorrenti, si può 
mettere a punto un programma di decolonizzazione. Solitamente si potrebbe 
applicare una pomata a base di mupirocina all’interno delle narici, 
coniugando questa terapia con l’applicazione di lavaggi con clorexidina. 
L’efficienza della decolonizzazione però non è stata ancora pienamente 
dimostrata e, poiché non è da escludere un’ipotetica resistenza alla 
mupirocina, è raccomandato usare una certa cautela prima di applicare una 
simile misura a gruppi di persone come per esempio gli sportivi. 
 Decontaminazione ambientale: questa è la componente finale della strategia 
di controllo. Numerosi studi hanno confermato che nel 50% dei casi la 
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contaminazione delle mani avviene per contatto diretto con le superfici che il 
paziente ha toccato. Infatti, anche a seguito della pulizia, le stanze 
precedentemente occupate da pazienti colonizzati mostrano tracce di MRSA 
nell’ambiente. I principali oggetti contaminati includono materassi, cuscini, 
sedie, pavimento e dispositivi elettrici (Gleeson, 2008).   
- Ricerca: è bene promuovere e sviluppare nuovi metodi di diagnosi precoce e test di sensibilità, 
nuovi prodotti antibiotici, nuovi vaccini per prevenire e controllare le malattie trasmissibili.  
- Cooperazione internazionale: è raccomandabile incoraggiare lo sviluppo di collaborazioni 
multidisciplinari in stretto coordinamento con i vari Stati membri e le pertinenti organizzazioni 
(Salmaso et al., 2009).  
 
La sorveglianza EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System) ha 
ripetutamente dimostrato ampie variazioni tra i Paesi partecipanti nelle proporzioni di resistenza e 
sensibilità dei microrganismi. Nel 2007, ad esempio, la percentuale di Staphylococcus aureus 
resistente alla meticillina variava da meno dell’1% in due Stati a più del 25% in altri dieci stati. 
Questi elementi risultano sovrapponibile ai dati disponibili per il 2002 e con il passare del tempo il 
quadro di molti Paesi è addirittura peggiorato. (Salmaso et al., 2009). 
 
2.2 Gli antibiotici β-lattamici e la meticillina 
Questa classe di antibiotici rappresenta il gruppo più numeroso, più noto e maggiormente 
utilizzato in medicina e comprende: 
 Penicilline 
 Cefalosporine 
 Beta- lattamine non penicilline e non cefalosporine. 
La caratteristica fondamentali di questi antibiotici è la presenza dell’anello beta- lattamico.  
Il primo gruppo di antibiotici β-lattamici è costituito dalle penicilline, scoperto nel 1928 dallo 
scozzese Alexander Fleming. Sono delle sostanze anti-batteriche isolate da prodotti del 
metabolismo di alcune specie di Penicillium, in particolare Penicillium notatum e Penicillium 
chrisogenum. L’anello β-lattamico è un’ammide ciclica formata da tre atomi di carbonio e uno di 
azoto. Il nucleo principale è composto dall’acido 6-aminopenicillanico che risulta dalla fusione di 
due amminoacidi (L- cisteina e D- valina).  
Il secondo gruppo è rappresentato dalle cefalosporine, ottenute nel 1945 dall’italiano Giuseppe 
Brotzu a partire dal fungo Cephalosporium acremonium. Hanno una struttura simile a quella delle 
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penicilline ma il loro nucleo fondamentale è costituito dall’acido 7-amino-cefalosporanico 
(Katzung, 2011). 
      Gli antibiotici β-lattamici fanno parte di quelle sostante anti-microbiche in grado di inibire la 
sintesi del peptidoglicano della parete. La parete batterica dei Gram positivi, ha una struttura 
essenzialmente costituita da mureina (90% della parete) insieme con proteine e polisaccaridi (10%). 
La mureina o peptidoglicano è una molecola con struttura polisaccaridica-amminoacidica formata 
dall’alternanza di due amino zuccheri (acido N-acetil muramico ed N-acetil- glucosammina) più un 
penta peptide collegato alle subunità di acido muramico, formato da: L-alanina, acido D-
glutammico, L-lisina e un dimero terminale di D-alanina. Le molecole lineari di peptidoglicano 
sono legate fra loro tramite legami glicosidici (1-4). La parete dei Gram positivi possiede circa 40 
strati sovrapposti di peptidoglicano tra le cui maglie è presente la matrice costituita da polisaccaridi 
acidi che prendono il nome di acidi teicoci. I β-lattamici agiscono instaurando un legame tra il 
farmaco e i recettori di membrana con funzioni enzimatiche, ovvero le PBP (Penicillin Binding 
Protein) transpeptidasi coinvolte nella fase finale della sintesi della parete. Esistono numerose PBP 
che si differenziano in base alla specie batterica considerata; ciascuna presenta una certa specificità 
per un preciso antibiotico β-lattamico e inoltre, su ogni cellula possono essere espresse anche PBP 
appartenenti a classi diverse (Colombo, 2007).  
In tutti gli antibiotici β-lattamici, una parte della molecola presenta somiglianza strutturale al 
dimero terminale delle catene pentapeptidiche costituito da D- alanina. Le penicilline vanno a 
legarsi al sito attivo delle transpeptidasi PBP al posto dell’acil-D-alanina-D-alanina e vanno ad 
interferire con l’azione dell’enzima inibendo il cross- linkage tra le catene lineari di peptidoglicano. 
In questo modo si ha un blocco irreversibile della sintesi della parete batterica. E’ davvero 
importante il ruolo dei legami crociati in quanto questi sono implicati nel mantenere la rigidità della 
parete stessa e quindi, inevitabilmente, le pareti che risultano difettose oppure osmoticamente 
instabili non riescono a sopportare l’elevata pressione endocellulare. E’ proprio il blocco della 
transpeptidazione alla base della morte cellulare che, avviene per lisi mediata anche da autolisine 
batteriche. Il target di questa classe di antibiotici è la parete cellulare in via di formazione e poichè 
la sintesi del peptidoglicano avviene solo durante la fase di crescita batterica, questi antibiotici 
agiscono solo su microrganismi in attiva replicazione (Colombo, 2007). La lisi è provocata non solo 
dall’arresto della sintesi del peptidoglicano con la successiva produzione di un tratto di 
peptidoglicano meno solido, ma è anche il risultato dell’attivazione di uno o più enzimi in grado di 
depolimerizzare il peptidoglicano stesso, le mureina- idrolasi. E’ la concomitanza tra tratti di parete 
meno spessi e l’azione di mureina-idrolasi che provocano estese rotture nella componente 
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fondamentale della parete cellulare, attraverso le quali fuoriesce il protoplasma batterico e dunque 
successivamente la cellula va incontro a lisi osmotica (La Placa, 2008).  
I bersagli dei beta-lattamici sono quindi multipli, anche se tutti coinvolti nella sintesi del 
peptidoglicano. Ogni β-lattamico ha un’affinità selettiva per una o più PBP e quindi il blocco della 
sintesi del peptidoglicano può interessare, a secondo del tipo di molecola, prevalentemente la 
formazione dei setti intercellulari oppure i vari punti di crescita alla periferia del batterio. Nel 
secondo caso, si ha l’arresto nella crescita della cellula mentre nel primo caso si ha anche un blocco 
nei processi di divisione del batterio che continua ad accrescersi oltre i limiti fisiologici (Colombo, 
2007).  
La meticillina è una penicillina semi-sintetica che fu creata nel 1959 e un anno dopo 
introdotta nell’uso terapeutico contro lo Staphylococcus aureus produttore di beta-lattamasi. E’ 
caratterizzata dalla presenza di una struttura ad anello legata al carbonio del gruppo carbonilico 
della catena laterale ammidica (Figura 6). Questi sostituenti sull’anello beta-lattamico sono 
fondamentali in quanto esercitano un impedimento sterico all’accesso delle penicillinasi e 
proteggono così l’anello dall’attacco di questi enzimi. D’altronde l’anello deve restare integro 
affinché la molecola eserciti la sua attività anti-microbica. 
 
Figura 6 - Formula di struttura generale delle penicilline e struttura del radicale costituente la 
meticillina (riquadro) (Ferretti, 2011).                  
 
 Altre penicilline sono la nafcillina e le penicilline isossazoliche: oxacillina, cloxacillina, 
dicloxacillina e flucloxacillina usate tutte come antibiotici anti-stafilococchi. In particolare 
dovrebbero essere utilizzate solo nelle infezioni sostenute da stafilococchi penicillinasi- produttori 
che corrispondono alla maggior parte delle infezioni ospedaliere. E’ stato visto che questi farmaci 
risultano meno attivi delle penicilline naturali quando vengono utilizzati contro microorganismi 
sensibili a quest’ultime.  
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     La meticillina è somministrata sotto forma di sale sodico per via parenterale, endovenosa e 
intramuscolare e talvolta è responsabile di un certo dolore. E’ stata esclusa una modalità di 
somministrazione orale in quanto questa molecola viene inattivata dall’acidità gastrica. Si 
distribuisce bene nella maggior parte dei tessuti altamente perfusi, nei fluidi corporei e nel tessuto 
osseo. A differenza di altre penicilline è anche in grado di attraversare la barriera emato-encefalica 
riuscendo a raggiungere concentrazioni efficaci nel SNC. Viene infine eliminata con le urine. Tutte 
le penicilline penicillinasi- resistenti, vengono eliminate tardivamente e per tale motivo permangono 
in concentrazioni plasmatiche molto elevate il che ne limita la penetrazione nei tessuti. Come tutte 
le penicilline, le penicillinasi resistenti sono farmaci maneggevoli caratterizzati da elevata tossicità 
selettiva ed effetti indesiderati trascurabili. Alcuni degli effetti collaterali potrebbero essere: 
problemi gastroenterici, anoressia, vomito o diarrea poiché tali molecole vanno ad agire sulla flora 
intestinale. Vi sono anche dei casi più preoccupanti che comportano fenomeni di ipersensibilità: 
negli animali sensibilizzati potrebbe comparire una sintomatologia di gravità variabile, orticaria, 
rush cutanei fino ad arrivare persino allo shock anafilattico. Il meccanismo d’azione della 
meticillina è quello tipico di tutti i composti appartenenti alla famiglia delle beta-lattamine; è 
caratterizzato da un’attività di tipo battericida e determina quindi la morte di quei batteri che 
risultano sensibili in seguito ad interferenza con la parete cellulare e ad alterazioni della sua 
integrità (Mazza, 1998; La Placa,  2008; Ferretti, 2011). 
 
2.3 La storia della meticillino resistenza 
Fino alla scoperta della penicillina, avvenuta nel 1929, la mortalità per infezioni da S. aureus 
raggiungeva circa l’80%.  
Intorno agli anni ’40, le infezioni da Staphylococcus vennero trattate con la penicillina ma, intorno 
al 1942, iniziarono ad emergere i primi ceppi resistenti a tale antibiotico, prima negli ospedali e poi 
nel resto della comunità. Questa resistenza era dovuta all’acquisizione di un plasmide che 
codificava per un enzima in grado di idrolizzare la penicillina, cioè la penicillinasi, una beta- 
lattamasi capace di degradare il farmaco prima che questo potesse raggiungere il bersaglio.    
Dal 1960, circa l’80% degli Stafilococchi isolati risultava resistente alla penicillina.  
     La meticillina, fu introdotta nella pratica clinica già nel 1959 ma, solo due anni dopo in 
Inghilterra, fu isolato il primo Staphylococcus aureus resistente (methicillin resistant 
Staphylococcus aureus, MRSA) in possesso della cassetta cromosomica stafilococcica (SCCmec) 
di tipo I. Tuttavia, la meticillino resistenza rimase a lungo un fatto occasionale segnalato qua e là in 
alcuni ospedali europei e praticamente inesistente al di fuori. 
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Il termine “meticillino resistenza” è una definizione che implica la resistenza anche nei confronti 
di tutte le penicilline semisintetiche (cloxacillina, nafcillina ecc.). Inoltre, è stato visto che gli 
stafilococchi resistenti alla meticillina sono di norma resistenti anche a tutte le cefalosporine. Nelle 
decadi successive agli anni ’60, i ceppi MRSA si diffusero prevalentemente in ambito ospedaliero 
soprattutto per via del manifestarsi di gravi e sempre più diffuse (anche geograficamente) epidemie 
nosocomiali (La Placa, 2007). 
Nel giro di un decennio dall’inizio dell’utilizzo della meticillina per il trattamento di quelle 
infezioni da stafilococchi penicillino-resistenti (produttori di β-lattamasi), si notò quindi la 
comparsa di un elevato numero di ceppi meticillino resistenti, dapprima negli anni ’70 solamente in 
Europa e successivamente anche in America, fino a quando l’emergenza del problema fu 
riconosciuta a livello internazionale (Deurenberg et al., 2006). 
Dall’inizio degli anni ’80, l’incidenza degli MRSA si poteva reputare in continuo aumento, tant’è 
vero che, nel 1982 in Giappone, fu isolato un ceppo con la SCCmec di tipo II e, successivamente, in 
Nuova Zelanda, fu rintracciato nel 1985 un altro ceppo MRSA in possesso della SCCmec di tipo III, 
sino ad arrivare alle soglie del ventunesimo secolo quando, intorno agli anni ’90, fu scoperto in 
Australia il primo ceppo MRSA con la SCCmec di tipo V. Sebbene l’origine di SCCmec rimanga 
sconosciuta, si pensa che la cassetta potrebbe essersi originata da altri Stafilococchi oltre che da 
Staphylococcus aureus. Si pensò che Staphylococcus sciuri albergasse l’antenato di PBP2a 
(penicillin binding protein), mostrando un 87% di uguaglianza amminoacidica. Questi ceppi erano 
tutti suscettibili alla meticillina ma, successivamente, divenivano resistenti, per via di un 
incrementato tasso di trascrizione dell’omologo mecA conseguente ad una mutazione puntiforme 
nel promotore. Questo ceppo di Staphylococcus aureus inizialmente sensibile alla meticillina 
(MSSA), divenne resistente a questo farmaco a seguito dell’introduzione di questo omologo mecA, 
e potè quindi essere classificato come MRSA (Deurenberg et al., 2006). 
I dati sulla diffusione degli MRSA diventano oggi sempre più preoccupanti e i reparti ospedalieri 
più colpiti sono le Unità di Terapia Intensiva Neonatale (UTIN) dove il problema delle infezioni 
nosocomiali assume maggiori dimensioni. Le UTIN rappresentano delle aeree particolarmente 
critiche in quanto il neonato è un soggetto ad altissimo rischio infettivo: più il suo peso alla nascita 
è basso, più il rischio aumenterà. Il neonato infatti ha un sistema immunitario ancora immaturo e 
non risponde adeguatamente di fronte ad un ampio numero di batteri, dunque presenta 
un’immunodeficienza transitoria significativa. A tutto questo potrebbero associarsi eventi esterni o 
correlati, purtroppo frequenti in un reparto di Terapia Intensiva quali ferite aperte, sovraffollamento 
dei posti letto, terapie antibiotiche ad ampio spettro che inevitabilmente portano l’instaurarsi di 
ceppi batterici resistenti (Fanos & Cataldi, 2002).  
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      Sono stati anche isolati un ceppo MSSA epidemico e successivamente un ceppo MRSA 
isogenico con il primo in un neonato che non era mai stato in contatto con MRSA. Il gene mecA era 
identico a quello trovato nello Staphylococcus epidermidis isolato nello stesso paziente. Ne 
conseguì la deduzione che i ceppi di MRSA possono emergere in vivo per mezzo di trasferimento 
orizzontale di mecA tra due specie di stafilococchi (Deurenberg et al., 2006). 
Particolarmente interessante è stato uno studio condotto da alcuni ricercatori del Dipartimento di 
Scienze della Promozione della Salute e Materno infantile di Palermo nel corso del 2013, che 
hanno effettuato un sondaggio per rilevare la colonizzazione nasale di MRSA in bambini degli asili 
nido di Palermo, un’area con elevati livelli di infezioni endemiche da MRSA. Campioni per le 
colture sono stati ottenuti da entrambe le narici anteriori con un tampone di cotone sterile. Ogni 
tampone è stato trasferito al laboratorio di microbiologia e successivamente sono stati effettuati 
studi di tipizzazione per la caratterizzazione molecolare. Su 500 bambini in cui è stato possibile 
prelevare il tampone, 74 sono risultati essere portatori di Staphylococcus aureus e i ceppi di MRSA 
rintracciati erano 10 (Geraci et al., 2013).  
Di fronte al problema emergente e sempre più incalzante della meticillino resistenza, con il tempo è 
stata elaborata l’idea di utilizzare una nuova classe di anti-microbici ma già a partire dagli anni ’80, 
gli investimenti industriali furono davvero pochi. I costi per la scoperta, la sperimentazione e lo 
sviluppo variavano dai 100 ai 350 milioni di dollari con tempi di commercializzazione davvero 
dilatati e non più brevi di 6-7 anni. Così la possibile e rapida insorgenza di resistenza associata alla 
breve durata di vita del nuovo farmaco ha rappresentato un disincentivo a causa di un insufficiente 
ritorno economico. Lo scenario recente è caratterizzato da scarsezza di novità sul mercato degli 
antibiotici: dal 1998 al 2009, solo due nuove classi di antibiotici sono state immesse sul mercato e 
le grandi industrie farmaceutiche sono alquanto restie a investire per il futuro nel campo degli 
antibiotici (Pantosti & Del Grosso, 2009). 
Per contrastare la resistenza, oggi, non si può far altro che adottare alcune accortezze che ne 
potrebbero sicuramente limitare l’incidenza, come per esempio: evitare l’uso di antimicrobici a 
largo spettro che non sono strettamente necessari; ridurre le permanenze ospedaliere; intensificare 
gli schemi di pulizia e ottimizzare l’approccio terapeutico. 
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2.4 Differenze tra “Community Acquired-MRSA” e “Hospital Acquired- MRSA” 
Secondo i Centers for Disease Control and Prevention americani possono essere definiti:  
MRSA comunitari (community-acquired, CA), i ceppi isolati in pazienti non ospedalizzati. Invece, 
sono definiti ospedalieri (hospital acquired, HA), gli MRSA che sono rintracciati in pazienti che 
sono stati ricoverati da più di 48 ore o che magari sono stati sottoposti a emodialisi o ad interventi 
chirurgici che risultano portatori di presidi sanitari invasivi o che sono stati ricoverati in strutture di 
lunga degenza o nelle due settimane dopo le dimissioni (Manso & Varaldo, monografie di 
Documenta).  
MRSA è molto diffuso negli ospedali di tutto il mondo. Sebbene i dati epidemiologici provenienti 
da studi separati, non sono spesso tra di loro comparabili a causa di differenze nel disegno di 
popolazione, i tassi più elevati sono riportati in Nord e Sud America, Asia e Malta. Valori intermedi 
sono riportati in Cina, Australia, Africa e alcuni paesi europei come Grecia, Romania e Italia. Con il 
tempo, la proporzione di HA- MRSA isolati con SCCmec di tipo IV è andata sempre più crescendo, 
passando dal 20% al 50% tra il 1999 e il 2004 (Stefani et al. 2011). 
Recenti studi hanno mostrato la presenza di CA-MRSA infiltranti gli ambienti sanitari, in 
particolare negli Stati Uniti, ma poi anche in altri paesi. Gli stessi risultati erano registrati negli 
ospedali francesi e un recente documento conferma la migrazione di ceppi di MRSA aventi la 
SCCmec di tipo IV dalle comunità agli ospedali anche in Italia. Questi ceppi, pur mostrando 
suscettibilità a molti antibiotici rispetto a quelli classici nosocomiali che erano multi-resistenti, 
avevano acquistato alcuni determinanti di resistenza (Stefani et al., 2011).  
La situazione attuale spinge in direzione di una sempre minore permanenza in ospedale e magari di 
un maggiore ricorso ai centri ambulatoriali ma, in questo modo, i pazienti si muovono sempre più di 
frequente dentro e fuori gli ospedali. Al momento, le infezioni vengono considerate “community -
acquired” se sono presenti tutti i seguenti criteri: 
 la diagnosi dell’infezione viene fatta entro 48 ore dopo l’ammissione in ospedale; 
 il paziente non ha una storia di infezioni da MRSA; 
 il paziente non è stato ricoverato negli anni passati e non è stato sottoposto a dialisi o 
interventi chirurgici; 
 il paziente non ha cateteri o dispositivi medici attraverso la cute (Di Crescenzio, 2009).   
In ogni caso, è noto che i pazienti potrebbero essere colonizzati da HA-MRSA per anni, prima di 
sviluppare un’infezione e che, allo stesso modo, sono stati riportati casi di epidemie nosocomiali di 
CA-MRSA quindi, ogni tentativo di distinguere CA-MRSA da HA-MRSA utilizzando criteri 
puramente epidemiologici non può essere considerato sensibile né specifico (Wijaya et al. 2006).    
Le più recenti indicazioni sono quindi quelle di distinguere i ceppi su base molecolare e non clinica. 
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Diversi studi hanno messo in risalto due possibili marker molecolari per CA-MRSA: 
 Il gene per la leucocidina Panton-Valentine, codificante per una tossina, è responsabile di 
danni alle pareti dei vasi sanguigni. La sua presenza è riportata nella maggior parte dei casi 
di CA-MRSA in letteratura anche se una sua assenza non è una prova sufficiente per 
escludere una possibile origine nella comunità. Un esempio di ciò, lo si ha in Australia dove 
nella maggioranza dei CA-MRSA isolati manca del gene PVL (Wijaya et al.2006).    
 L’SCCmec IV è stata identificata in quasi tutti i CA-MRSA isolati. Si tratta di un elemento 
molto piccolo e semplice da trasferire orizzontalmente che conferisce la resistenza alla 
meticillina pur mantenendo sempre la suscettibilità ad altri antibiotici (Padmanabhan e 
Fraser, 2005). La presenza di questa cassetta è molto importante soprattutto per la 
distinzione dagli HA-MRSA i quali, poiché sono dotati di SCCmec I, II o III, potrebbero 
presentare anche una certa resistenza a vari antibiotici non β-lattamici (Patinella, 2012).    
Nel 1993, pur non avendo mai avuto contatti con il sistema sanitario, sono stati riportati casi di 
aborigeni australiani infettati. Diversi studi hanno dimostrato che i ceppi community acquired si 
sarebbero evoluti da cloni MSSA presenti nelle comunità che possedevano il gene per la tossina 
PVL. L’inserimento della cassetta di tipo IV avrebbe così generato ceppi CA-MRSA dotati di un 
determinante di resistenza e della tossina. Nonostante non siano ancora stati identificati fattori di 
rischio certi, sono stati riportati casi di trasmissione da persona a persona con scoppi di epidemie tra 
omosessuali, reclute militari, detenuti, atleti, donne nel periodo post parto, tossicodipendenti che 
fanno uso di droga intravenosa, bambini al di sotto dei 2 anni di età e anziani al di sopra dei 65 anni. 
(Di Crescenzio, 2009).     
Nei neonati sono adottati criteri diversi per distinguere le infezioni comunitarie da quelle 
ospedaliere: possono essere definite comunitarie le infezioni acquisite per via transplacentare e 
insorte entro 48 ore dal parto; ospedaliere, quelle acquisite durante il passaggio del canale del parto 
e le infezioni che insorgono dopo 48 ore dalla nascita (Patinella, 2012).    
Molteplici studi epidemiologici hanno portato all’identificazione di 5 cloni pandemici di MRSA, 
che prendono il nome dalla regione geografica in cui sono stati isolati e caratterizzati per la prima 
volta: 
 Brasiliano, con SCCmec di tipo IIIA; 
 Iberico con SCCmec di tipo IA; 
 Clone isolato a New York e in Giappone con SCCmec di tipo II; 
 Ungherese con SCCmec di tipo III; 
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 Pediatrico, isolato in Colombia, Argentina, Polonia, con SCCmec di tipo IV (Martins & 
Cuhna, 2007). 
Continui sforzi per comprendere il cambiamento dell’epidemiologia delle infezioni da MRSA negli 
esseri umani e animali sono oggi davvero necessari, non solo per mettere a punto un trattamento 
antimicrobico ed efficace che tenga sotto controllo le infezioni ma anche per monitorare 
l’evoluzione della specie.    
 
 
2.5 Basi molecolari della meticillino resistenza 
Il primo ceppo MRSA è stato isolato nel 1961; tale ceppo portava nel suo genoma la cassetta di 
tipo I, un elemento genetico mobile che conferiva resistenza ad un ampio spettro di antibiotici beta- 
lattamici. Il primo clone, definito “arcaico”, si diffuse in tutto il mondo durante gli anni ’60. Nei 
quarant’anni successivi, sono state caratterizzate le cassette di tipo II, III, IV e V; sono comparsi 
ceppi epidemici ed attualmente gli MRSA costituiscono la principale causa d’infezioni nosocomiali 
a livello mondiale. 
    Negli anni novanta, si è assistito alla diffusione di S. aureus meticillino resistenti, e divenne, 
quindi, necessaria un’accurata conoscenza della loro diffusione nell’ambiente e della loro 
evoluzione molecolare.  
     Il meccanismo alla base della meticillino resistenza non è ancora del tutto chiaro. Nonostante sia 
stato descritto che tutti, o quasi tutti gli MRSA producono varie beta-lattamasi, è possibile 
affermare che tali enzimi non sono responsabili del conferimento della resistenza. Le conoscenze 
che sono oggi disponibili, sembrano indicare che alla base di questo importante fenomeno ci sia una 
diminuita affinità delle penicillin binding protein (PBP) per le isossazolil-penicilline e le 
betalattamine in genere. In modo particolare, è stata rilevata la presenza di una PBP diversa 
(definita PBP2a) da quella presente nei ceppi sensibili, derivante da Staphylococcus sciuri, una 
specie considerata tassonomicamente primitiva tra gli stafilococchi e isolata principalmente da 
roditori e da piccoli mammiferi. Essa ha un’omologia dell’88% in amminoacidi con PBP; anche se 
non è provata una relazione certa, è stato visto che può essere prodotta, quando il batterio viene 
trattato con meticillina o farmaci correlati e ha una bassa affinità per i beta-lattamici tanto che 
permette ai ceppi MRSA di crescere a varie concentrazioni di antibiotico (La Placa, 2008; Plata, 
2009). 
     Le PBP consistono di un dominio transpeptidasico e un dominio di legame di funzione 
sconosciuta. PBP2a sembra essere un enzima meno attivo rispetto agli altri PBP che sintetizzano 
peptidoglicano altamente reticolato (Jonge & Tomasz, 1993). La serina, localizzata nel sito attivo 
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del dominio transpeptidasico, è responsabile di un attacco nucleofilo sia sull’anello β-lattamico che 
sul substrato D-alanil-D-alanina, ed è localizzata in un’estesa scanalatura. La scanalatura, media 
interazioni non covalenti con i β-lattamici che si trovano in una posizione sfavorevole per 
l’interazione con la serina nel sito attivo. Come risultato, l’acilazione tra i β-lattamici e il sito attivo 
non si verifica e così si manifesterà una ridotta affinità verso i β-lattamici stessi. Pertanto, PBP2a è 
in grado di sintetizzare la parete cellulare a concentrazioni altrimenti letali di β-lattamici. Anche 
quando l’attività transpeptidasica di tutti i PBP è inibita dalla presenza della meticillina, PBP2a ha 
dimostrato attività su transglicosilasi, è insensibile ai β-lattamici, conferendo così resistenza (Plata, 
2009).  
     Le precise modificazioni nella struttura e nella biosintesi del peptidoglicano, che sono 
fondamentalmente implicate nella cosiddetta resistenza intrinseca, rimangono ancora da accertare. I 
determinanti genetici della meticillino resistenza sono anche stati mappati a livello del cromosoma 
batterico ma è pur vero che non si è lontani dal pensare che possa esservi una loro collocazione 
plasmidica (La Placa, 2008). 
Di particolare interesse è il gene mecA, il cui prodotto è responsabile della meticillino resistenza e, 
nonostante varie differenze, tutti i cloni di MRSA lo possiedono. I suoi geni regolatori si trovano 
sulla cassetta cromosomica stafilococcica mec (SCCmec) che è il principale determinante genetico 
in grado di discriminare tra i gruppi. SCCmec è un’isola genomica mobile che codifica per vari 
determinanti di resistenza ed essa unisce l’intero operone mec al gene ccr, un complesso che 
codifica per delle ricombinasi sito-specifiche responsabili della mobilità di SCCmec. Questa 
mobilità è importante per conferire la resistenza al microrganismo, poiché i ceppi di Staphylococcus 
aureus meticillino sensibili (MSSA), devono acquisire SCCmec da ceppi di MRSA. Infatti, è certa 
la trasmissione orizzontale di SCCmec tra le specie di stafilococchi all’interno del proprio genere, 
portando a una significativa disseminazione clonale (Fuda, 2005).  
SCCmec è un ottimo vettore per lo scambio di geni tra le specie stafiloccociche e potrebbe 
risultare utile anche a quelle cellule che vivono in ambienti ricchi di fonti di stress. L’integrazione 
dell’elemento è sito-specifica e avviene a livello di un unico sito chiamato “bacterial chromosomal 
attachment site” (attBscc) che si trova localizzato vicino all’origine della replicazione di S. aureus. 
L’attBscc, che contiene una sequenza di 15bp, si trova a valle di una open reading frame (ORF) la 
cui funzione non è ancora conosciuta, denominato orfX, presente sia nei ceppi resistenti che in 
quelli che sono sensibili alla meticillina (Hiramatsu et al., 2001).  
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Figura 7- Integrazione SCCmec (Hiramatsu, 2001) 
 
Nei terminali di SCCmec sono presenti delle sequenze incomplete e invertite che sono riconosciute 
da ricombinasi specifiche durante l’integrazione e l’escissione di SCCmec in e dal cromosoma. 
Per lo spostamento, SCCmec ha dei geni ad hoc (ccr) che codificano per ricombinasi specifiche. 
La porzione catalitica di ccr, a livello del dominio N- terminale, è caratteristica delle ricombinasi e 
in tutte le proteine ccr, il residuo catalitico di serina del sito attivo è molto ben conservato. Le 
ricombinasi sito-specifiche di altri batteri risultano correlate con le sottofamiglie note di ccr, anche 
se la loro modalità di azione resta da definirsi. Il locus ccr è composto dai geni ccrAB1, ccrAB2, 
ccrAB3, ccrAB4 e ccrC che sono coinvolti nel processo d’integrazione ed escissione dal cromosoma 
(Fuda, 2005; Ferretti, 2011).  
In aggiunta ai geni ccr e mec, la SCC contiene uno o più geni di resistenza antibiotica, che sono 
trasportati su vari trasposoni e copie integrate di plasmidi e contiene anche una regione chiamata J- 
region (J sta per Junkyard/spazzatura, riferendosi al fatto che questa è costituita da componenti non 
essenziali di SCCmec). Per esempio, le varianti di ciascun SCCmec sono definite dalle differenze 
nelle regioni “J”; infatti, SCCmec di tipo IV è stato suddiviso nei sottotipi SCCmec IVa, SCCmec 
IVb e SCCmec IVc proprio sulla base delle differenze di questa regione. E’ stato descritto anche un 
sottotipo SCCmecIVd (Fuda, 2005).  
Il segno distintivo di SCCmec è l’operone mec composto da mecA e i suoi geni regolatori mecI 
e mecR1. L’operone si trova in diverse varianti per via delle diverse componenti dei vari elementi 
di SCCmec. Le varianti dell’operone mec sono divisi in due categorie principali: 
 quelle con entrambi i geni mecI e mecR1 intatti;  
 quelle con porzioni di uno o entrambi di questi geni, soppresse.  
Il primo gruppo del complesso mec è conosciuto come operone mec di classe A, mentre gli altri 
sono stati classificati come gruppi B, C, D, E.  
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Tutte le classi dell’operone mec includono una copia di IS431 (IS, sequenze d’inserzione), associato 
al gene mecA e, quindi, designato IS431mec. Le classi B-E contengono le delezioni di mecI che 
possono essere estese anche ad una parte del gene mecR1. Di solito queste soppressioni coincidono 
con l’inserimento di elementi IS (Plata, 2009).    
 
Figura 8- Classi strutturali dell’operone mec (Patinella 2012). 
 
Sono stati identificati otto tipi diversi di SCCmec (I-VIII), definiti dalla specifica combinazione dei 
complessi ccr e mec: 
 SCCmec di tipo I (formato dal complesso di classe B del gene mec e da ccrAB1); 
 SCCmec di tipo II (formato dal complesso di classe A del gene mec e ccrAB2); 
 SCCmec di tipo III (complesso di classe A del gene mec e ccrAB3); 
 SCCmec di tipo IV (complesso di classe B del gene mec e ccrAB2); 
 SCCmec di tipo V (complesso di classe C2 del gene mec e ccrC); 
 SCCmec di tipo VI (complesso di classe B del gene mec e ccrAB4); 
 SCCmec di tipo VII (complesso di classe C del gene mec e ccrC); 
 SCCmec di tipo VIII (complesso di classe A del gene mec e ccrAB4)  
I tipi I, II, III, VIII sono stati isolati da pazienti ospedalizzati; invece, i tipi IV, V, VI, e VII sono 
stati rintracciati in pazienti comunitari (Hiramatsu et al., 2001; Deurenberg & Stobberingh, 2008; 
Zhang et al., 2009). 
     Sebbene l’origine vera e propria della cassetta mec, non sia ancora certa, sono state avanzate due 
teorie opposte per descrivere la relazione fra i primi MRSA isolati, e i cloni: 
 Secondo la teoria del “clone singolo”, tutti i cloni di MRSA hanno un comune antenato di 
specie diversa da Staphylococcus e dal quale, per trasferimento orizzontale, fu introdotta 
la cassetta.  
  La teoria dei “cloni multipli” ipotizza che ci siano stati diversi eventi di trasferimento che 
hanno coinvolto diverse linee genetiche di S. aureus  
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Strategie che servono a prevenire la diffusione di MRSA, richiedono l’esatta conoscenza 
dell’epidemiologia dei ceppi e, a tale scopo, sono state sviluppate varie tecniche di tipizzazione 
(Deurenberg et al., 2007).  
Due differenti PCR sono state messe a punto per la tipizzazione di SCCmec consentendo la 
caratterizzazione di questo elemento genico. Ito e collaboratori usarono una PCR simplex grazie a 
cui porzioni del complesso mec, nonché parti specifiche dei geni ccr furono amplificate. 
Oliveira e Lancaster utilizzarono una PCR multiplex in modo da rilevare altre regioni SCCmec e 
grazie a questo metodo furono identificate diverse varianti strutturali (Plata, 2009). 
 
2.6 Regolazione dell’espressione del gene mecA 
L’espressione del gene mecA, è regolata in modo analogo a quello del gene della β-lattamasi, cioè il 
gene blaZ. Similmente a blaZ, mecA è trascritto a seguito della concomitante azione dei suoi due 
geni regolatori: mecI e mecR. Il repressore omodimerico, MecI, reprime costitutivamente 
l’espressione di mecA nonché la trascrizione dell’operone mecI-mecR1, legandosi a due sequenze 
palindrome contenute all’interno della regione del promotore-operatore. La derepressione avviene 
tramite scissione di MecI (Safo et al., 2006). 
     MecR1 è una proteina di membrana che ha un dominio extracellulare legante la penicillina e che, 
una volta legata a β-lattamici, subisce un cambiamento conformazionale che induce autoclivaggio 
del dominio metallo-proteasico intracellulare. MecR1 attivo scinde mecI, che porta a derepressione 
di mecA e di conseguenza alla produzione di PBP2a (Plata, 2009).  
     Oltre alla regolazione da parte dei geni affini, quali MecR1 e MecI, mecA può anche essere 
controllata da regolatori strutturalmente e funzionalmente simili alla β-lattamasi: BlaI e BlaRI. A 
causa della loro somiglianza strutturale e funzionale, MecI come BlaI sono in grado di legarsi come 
omodimeri alla regione promotore di mecA (Gregory et al., 1997). Si pensa che posseggano un 
motivo helix- turn- helix di legame al DNA al terminale amminico della struttura, mentre il dominio 
carbossi-terminale sembra essere quello coinvolto nella repressione, sia per analogia con altri 
repressori che per la localizzazione del sito catalitico repressore. Tuttavia, sia la struttura di MecI 
che di BlaI non sono ancora certe (Rosato et all., 2003).  
     L’induzione dell’espressione di mecA da parte del sistema MecI- MecRI è più lenta 
dell’induzione da parte di BlaRI- BlaI e non porta mai alla massima trascrizione di mecA.  
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Figura 9- Meccanismo di trasduzione del segnale. E’ rappresentato anche il cluster di geni bla 
che codificano per una β-lattamasi, determinando la resistenza alla penicillina (Plata, 2009). 
 
La repressione di mecA da parte di mecI e BlaI è ancora più forte, se questi due repressori agiscono 
insieme (Rosato et all., 2003). La maggior parte dei ceppi clinici di MRSA, contengono mutazioni 
in mecI; comunque, nella maggior parte dei casi, l’espressione di mecA è comunemente regolata da 
BlaI. Questo evidenzia la necessità di una trascrizione controllata di mecA, da parte di almeno uno 
dei due regolatori. Dato il ritmo più rapido d’induzione, attraverso BlaRI- BlaI, è stato suggerito 
che questo potrebbe essere il sistema di regolazione preferito (Rosato et al., 2003).  
Nei cosiddetti ceppi pre-MRSA, la trasmissione di entrambi i sistemi regolatori funzionali, 
comporta che l’espressione di mecA sia controllata sia da MecI che BlaI. Questa rigorosa 
repressione può impedire la trascrizione di mecA e quindi causare inibizione della resistenza ai β-
lattamici che porta ad errata interpretazione di questi isolati come S. aureus meticillino sensibili. 
Comunque quando i geni regolatori mec o bla sono introdotti insieme con mecA, il sistema è 
tollerato. Questi risultati sottolineano, non solo l’importanza della stretta regolamentazione 
dell’espressione del gene mecA, ma anche l’influenza di particolari background genetici sulla 
stabilità di mecA e il fenotipo di resistenza (Plata, 2009).  
Allo stato attuale, le infezioni di MRSA sono più frequenti delle infezioni da MSSA e la loro 
crescente incidenza ha portato a sospendere nella chemioterapia gli antibiotici β-lattamici verso 
antibiotici che potrebbero essere molto più efficaci contro gli MRSA come vancomicina e 
daptomicina (Plata, 2009). 
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2.7 Resistenza omogenea ed eterogenea alla meticillina 
Il livello di resistenza alla meticillina di S. aureus varia estremamente da un ceppo ad un altro, 
abbracciando un intervallo che va da alcuni microgrammi per litro (un valore molto vicino al livello 
di resistenza degli MSSA), ad alcuni milligrammi per litro. Ceppi MRSA comprendono ceppi che 
esprimono vari livelli di resistenza ai β- lattamici. Essi sono apparentemente costituiti da diverse 
sottopopolazioni batteriche che differiscono in modo significativo sul loro grado di antibiotico 
resistenza. Questa particolare non-uniformità nell’espressione fenotipica della resistenza agli 
antibiotici, si chiama: etero-resistenza. L’espressione eterogenea di resistenza alla meticillina è 
caratterizzata da una maggioranza di cellule che esprimono bassi livelli di resistenza di cui una 
piccola percentuale segrega cloni altamente e uniformemente resistenti. La frequenza di 
segregazione dei sub-cloni altamente resistenti designati “omoresistenti” è una proprietà 
dipendente dai ceppi. Il fenotipo omoresistente è stabile e i cloni altamente resistenti generalmente 
mantengono il loro livello di resistenza anche in assenza di pressione selettiva. La massima 
espressione della resistenza, grazie a PBP2, richiede l’efficiente e corretta sintesi di precursori del 
peptidoglicano. I geni coinvolti nella regolazione e trasporto, formazione, turn over della parete 
cellulare potrebbero influire sulla massima espressione del livello di resistenza (Berger-Bachi & 
Rohrer, 2002). 
Quindi, la capacità dei ceppi di MRSA di produrre PBP2a, è essenziale per la loro resistenza alla 
meticillina, ma non c’è correlazione tra omo ed etero-resistenza e la concentrazione cellulare di 
PBP2a. La produzione di PBP2a non sembra spiegare la varietà di livelli di resistenza osservati. 
Pertanto, si ritiene che ulteriori geni cromosomici possano essere coinvolti nella resistenza ottimale 
alla meticillina. E’ stato proposto che la selezione di un derivato omoresistente da una popolazione 
etero-resistente sia dovuta a mutazioni o riarrangiamenti genici che si verificano al di fuori 
dell’elemento mecSCC (Plata, 2009).  
Lo stesso meccanismo di selezione di una sub-popolazione altamente omoresistente da una 
popolazione etero-resistente, si pensa possa agire negli ambienti ospedalieri, e questo stesso 
meccanismo potrebbe essere la causa del fallimento dei trattamenti con i β-lattamici contro gli 
MRSA. Inoltre, i livelli molto bassi di resistenza dei ceppi MRSA, sono pericolosi in quanto essi 
possono eludere la sorveglianza, apparendo fenotipicamente sensibili. Questi ceppi, possiedono 
ancora il determinante mecA ed esprimono resistenza eterogenea; all’esposizione con gli antibiotici 
β-lattamici sono in grado di segregare sub-popolazioni altamente resistenti ad una frequenza 
nettamente al di sopra del tasso di mutazione spontanea (Plata, 2009). 
Anche se si stima che circa il 20-30% della popolazione umana generale, sia portatrice sana di S. 
aureus, questo batterio può comportarsi come patogeno, responsabile di infezioni sintomatiche 
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frequenti ed anche gravi. Particolari ceppi di MRSA sono pericolosi a causa della loro resistenza 
alla maggior parte degli antibiotici attualmente utilizzati nella pratica clinica. Una migliore 
comprensione della biochimica e dei meccanismi genici della patogenicità di S. aureus, servirà a 
portare migliori strategie di prevenzione e trattamento. Tuttavia, anche se numerosi sono stati i 
trattamenti considerati, comprese procedure speciali di regime antibiotico e terapia fotodinamica, la 
messa a punto di una terapia efficace, sembra ancora essere un compito molto arduo (Plata, 2009).       
 
2.8. Resistenza borderline 
Negli stafilococchi esistono due tipi di meticillino-resistenza: una intrinseca di elevato livello, e 
una intermedia (borderline). Questa classificazione è stata ottenuta con metodi di rilevamento dei 
pattern di resistenza, ad esempio con la tecnica per antibiogrammi di Kirby- Bauer, microdiluizioni 
ed E-test (Epsilometer test) (Ferretti, 2011).  
La resistenza intrinseca di elevato livello in MRSA è quella legata alla sintesi della proteina 
anomala PBP2a, con ridotta affinità per gli antibiotici β-lattamici determinata dal gene mecA. 
Alcuni ceppi di S. aureus, presentano invece una resistenza di natura non intrinseca verso gli 
antibiotici della famiglia delle meticilline, confermata a livello sperimentale dall’assenza di DNA 
che riesca ad ibridizzare con sonde specifiche per il determinante della meticillino- resistenza (mec), 
nonché dal mancato rilevamento in questi ceppi della proteina PBP2a. I test della sensibilità 
all’oxacillina e meticillina in questi ceppi evidenziano una sensibilità ridotta o borderline e per tale 
motivo i suddetti ceppi sono denominati BORSA (Borderline Oxacillin Resistant Saphylococcus 
Aureus). Essi furono descritti per la prima volta da McDougal e Thornsberry nel 1986. (Maalej, 
2012). 
     Il meccanismo di resistenza dei ceppi che non presentano il gene mecA è molteplice: può essere 
legato per esempio, alla produzione di proteine modificate PBP1 e 2, con consequenziale ridotta 
affinità ai β-lattamici. Quindi, legano più lentamente le penicilline (magari perché hanno un tasso 
più lento di acilazione) e le rilasciano più rapidamente (per un elevato tasso di deacilazione) rispetto 
ai ceppi sensibili. Queste alterazioni di legame sono dovute a mutazioni puntiformi nel dominio 
legante le penicilline, pur in assenza di PBP2a. Anche un’iperproduzione di PBP (in particolare di 
PBP4), può determinare bassi livelli di resistenza (Chambers, 1997). 
      L’effetto di questi cambiamenti sulla cinetica dei legami e l’effetto dell’iperproduzione di PBP è 
che nei batteri resistenti, una maggiore quantità di enzima rispetto ai ceppi sensibili è libero per la 
sintesi della parete batterica quando è presente l’antibiotico β-lattamico. Il ruolo 
dell’iperproduzione di β-lattamasi nella resistenza borderline è meno chiaro anche se abbastanza 
plausibile. Dal momento che anche gli antibiotici possono essere lentamente idrolizzati dalle β-
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lattamasi stafilococciche, un’iperproduzione di queste, può effettivamente dare come risultato una 
MIC borderline. Condizioni colturali utilizzate per aumentare la meticillino-resistenza hanno 
mostrato di favorire un’iperproduzione di β lattamasi (Chambers, 1997). 
     Nei ceppi borderline è stata, inoltre, riportata un’attività meticillinasica dovuta ad un plasmide 
stafilococcico inducibile (Maalej, 2012). Questa meticillinasi, si trova legata alla membrana 
cellulare e ha un peso molecolare di poco inferiore a quello della penicillinasi classica e 
sembrerebbe sia dovuta ad una mutazione nel gene blaR1, anche se ancora il gene non è stato 
identificato con certezza. Grazie all’analisi del DNA plasmidico, è stato rilevato che i ceppi 
meticillinasi-produttori hanno un comune plasmide per la β-lattamasi, apparentemente identico a 
quello codificante per le penicillinasi nei ceppi di S. aureus con sensibilità borderline isolati dai 
casi di infezioni nosocomiali. L’eliminazione di questo plasmide comporta la perdita della 
resistenza borderline (Massidda, 1996).    
I tipici ceppi di S. aureus con resistenza borderline alla meticillina hanno una MIC per l’oxacillina 
tra 2 e 4 μg/ml ed hanno la caratteristica di diventare sensibili ai β-lattamici quando sono in 
presenza di un inibitore delle β-lattamasi (come ad esempio l’acido clavulanico o il sulbactam), 
mentre se si tratta di batteri con una MIC (Minima Concentrazione Inibente) elevata a causa di una 
resistenza ai β-lattamici, questa non si ridurrà fino a far rientrare il ceppo nei range di sensibilità 
(Keseru, 2011; Ferretti 2011). 
 
2.9. Tecniche molecolari per il riconoscimento di MRSA 
Per prevenire la diffusione dei ceppi MRSA è stata necessaria una conoscenza approfondita oltre 
che della loro epidemiologia, anche della loro distinzione in ceppi su base molecolare. Per questo 
scopo sono state sviluppate diverse tecniche che includono: 
 PFGE, pulsed- field gel electrophoresis. 
 MLST, multilocus sequence typing 
 Tipizzazione dell’SCCmec e della regione VNTR. 
 
2.9.1. PFGE 
E’ stato dimostrato che è il metodo di tipizzazione con il maggiore potere discriminatorio. Si basa 
sulla digestione del DNA cromosomico, purificato con l’enzima di restrizione Smal, seguito da 
elettroforesi su gel di agarosio. I pattern risultanti vengono analizzati con i parametri dell’UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, uno dei metodi più usati per la 
classificazione in ecologia). Diversi sforzi sono stati fatti per armonizzare il protocollo e stabilire 
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una nomenclatura standard, ma con scarsi risultati in termini di riproducibilità, rapidità e costi (Di 
Crescenzio, 2009).  
2.9.2 MLST  
Si basa sull’analisi di sequenza di frammenti di 0.5kb, di sette diversi geni costitutivi di S. aureus. 
Differenti sequenze contraddistinguono alleli diversi di questi geni, e ciascun isolato viene 
identificato da un determinato profilo allelico. L’analisi viene svolta definendo dei “complessi 
clonali”, ovvero gruppi di ceppi accomunati dall’identità di sequenza per almeno 5 dei 7 loci. Il 
progenitore di ciascun complesso sarà il ceppo con il maggior numero di varianti single-locus. Si 
tratta di una tecnica piuttosto laboriosa e dispendiosa dal punto di vista temporale. 
 
2.9.3 SCCmec typing 
Sono attualmente disponibili 4 metodi per la caratterizzazione del complesso mec, tutti basati su 
varianti della PCR e che si differenziano principalmente nella scelta delle regioni da amplificare. 
 Oliveira e de Lencastre (2002) hanno sviluppato una PCR multipla nella quale vengono 
individuati sei differenti loci, permettendo di tipizzare le cassette da I a IV. 
 E’ stato sviluppato un metodo in cui vengono amplificate parti delle strutture dei complessi 
mec e ccr. 
 Una real-time PCR permette di caratterizzare gli SCCmec type I- IV sulla base dei 
complessi mec e ccr. 
 Zhang et al.(2005), hanno sviluppato una PCR multipla che individua mecA e un singolo 
locus della cassetta, caratterizzando le cassette I-IV. 
Questi metodi danno risultati differenti quando applicati allo stesso ceppo, e ciascuno di essi, 
inoltre, determina proprietà strutturali diverse dell’SCCmec; sarebbe auspicabile, dunque, lo 
sviluppo di un unico metodo per la classificazione delle cassette.   
 
2.9.4 VNTR typing 
Il sequenziamento di molti genomi batterici ha consentito di identificare sequenze ripetute del tipo 
VNTR (Variable number of tandem repeats). Si tratta di ripetizioni presenti un numero variabile di 
volte diverse da un individuo ad un altro; andando a determinare il numero di ripetizioni, è possibile 
distinguere individui diversi (nel caso dei batteri si parla di distinguere linee diverse). Il numero 
delle unità ripetute nello stesso locus varia da ceppo a ceppo e possono essere rilevati mediante 
PCR.  
Il sequenziamento del genoma di S. aureus ha identificato la presenza di cinque loci VNTR: sdr, 
clfA, clfB, spp, spa.  
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-Il locus sdr si compone di due o tre open reading frame che codificano per le proteine sdr (C, E, 
D). Le proteine sdr, insieme con il fattore di aggregazione A (clfA), e il fattore di aggregazione B 
(clfB), costituiscono membri di una famiglia di proteine di superficie che riconoscono fibronectina, 
fibrinogeno, collagene e polisaccaridi connessi ad eparina.  
-Il locus spp contiene un gene che codifica per una serina proteasi (proteasi V8), il cui frammento 
C- terminale presenta un numero variabile di tripeptidi ripetuti.  
-Spa è la regione codificante per la proteina A situata nella parete cellulare, che lega la porzione 
(Fc) di alcune immunoglobuline.  
     Con il cosiddetto spa typing è possibile tipizzare la sola regione polimorfica X del gene per la 
proteina A di S. aureus. Questa consiste nella ripetizione di un numero variabile di 24 paia di basi. 
La sua varietà viene attribuita principalmente a delezioni, duplicazioni, e più raramente a mutazioni 
puntiformi. Il vantaggio principale di questa tecnica è la sua semplicità, e il suo potere 
discriminatorio è a metà tra la PFGE e la MLST. Un ulteriore vantaggio offerto da questa tecnica, 
riguarda la possibilità di collezionare dati continuamente, con lo scopo di tenere sotto controllo il 
diffondersi di un’infezione.  
     Anche gli altri locus presentano numeri diversi di ripetizioni e questo polimorfismo è stato 
utilizzato per differenziare S. aureus mediante un tipo di PCR Multiplex: la MLVA (Multiple- 
Locus Variable- Number Tandem Repeat Analysis of Polimorphism) che si è rivelata utile per la 
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3. OGGETTO E SCOPO DELLA TESI 
Alla luce del rischio emergente connesso alle infezioni da Staphylococcus  aureus, in questo studio 
è stata svolta un’indagine epidemiologica dei ceppi definiti meticillino resistenti (MRSA) e 
dell’impatto che essi hanno sulla salute dell’uomo. L’analisi dei ceppi circolanti ha avuto inizio 
valutando la loro frequenza di isolamento negli animali, in modo particolare in quelli da compagnia, 
e si è conclusa con l’analisi dei ceppi di S. aureus MRSA potenzialmente responsabili di 
colonizzazione umana in ambito ospedaliero.  In particolare, nel periodo compreso tra ottobre 2013 
e giugno 2014,sono stati analizzati i campioni di matrice animale pervenuti presso l’Istituto 
Zooprofilattico della Sicilia Sperimentale di Palermo. Tali campioni provenivano principalmente da 
animali abitanti le zone peri-urbane e, per tale motivo, di interesse epidemiologico per l’eventuale 
propagazione di cluster epidemici pericolosi per la salute dell’uomo.   
 
Già in passato, infatti, all’Istituto Zooprofilattico di Palermo, sono stati analizzati campioni di 
animali destinati alla produzione alimentare, in cui era emerso un tipo specifico di MRSA 
denominato CC398. Di questo ceppo, quasi sempre, sono portatori asintomatici gli animali in 
allevamenti intensivi. Tutti gli individui a contatto con questi animali (agricoltori, veterinari e le 
loro famiglie) sono a rischio e diventano essi stessi, serbatoio del batterio. Attualmente, la 
diffusione del suddetto ceppo sembra essersi arrestata, ma è di primaria importanza mantenere alto 
il livello di sorveglianza epidemiologica. 
Parte del tirocinio è stata svolta presso il Dipartimento di Scienze per la Promozione della Salute 
“G. D’Alessandro” del Policlinico di Palermo, che collabora attivamente con l’Istituto 
Zooprofilattico nell’ambito di un programma di sorveglianza delle colonizzazioni da MRSA, e dove 
sono stati raccolti e studiati ceppi isolati da colonizzazione umana. 
I reparti di dermatologia, medicina interna, terapia intensiva dell’A.O.U.P. “P. Giaccone” di 
Palermo, in passato, sono stati interessati sporadicamente da colonizzazioni da MRSA; oggi, 
invece, questo problema, risulta essere periodicamente presente, con intensità diversa e andamento 
variabile, all’interno di uno dei reparti più delicati, cioè l’Unità di Terapia Intensiva Neonatale 
(UTIN). Lo studio epidemiologico svolto, è stato, pertanto, caratterizzato da rilevazioni settimanali 
all’interno dell’UTIN, allo scopo di identificare eventuali ceppi MRSA circolanti e mettere in atto 
strategie utili a contrastare o ridurre il rischio d’infezione ospedaliera nei neonati.  
 
Per i campioni di origine animale e di derivazione umana, è stata valutata l’eventuale prevalenza di 
stafilococchi meticillino resistenti, caratterizzati dalla presenza del gene mecA, comparando i 
diversi sistemi di identificazione dei ceppi (utilizzo di terreni selettivi, kit biochimici miniaturizzati, 
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e metodi molecolari). E’ stato inoltre valutato, per tutti i ceppi isolati, lo spettro di resistenze 
antibiotiche, soprattutto in relazione alla positività alla meticillino-resistenza, saggiando le 
principali classi di antibiotici utilizzati per la terapia medica veterinaria ed umana. Tutti i ceppi di S. 
aureus MRSA raccolti ed identificati sono stati sottoposti a tipizzazione molecolare mediante 
Multiple- Locus- Variable- Number Tandem Repeat Analysis of Polimorphism (MLVA), allo scopo 
di meglio definire l’epidemiologia locale di questo microrganismo.  
 
Riassumendo, gli obiettivi di questo programma di sorveglianza, comune sia all’Istituto 
Zooprofilattico che all’Ospedale Policlinico di Palermo, prevedono: 
 Il monitoraggio sia degli MRSA che degli MSSA. 
 Raccolta dei ceppi di MRSA in una ceppoteca al fine poi di poterne eseguire una tipizzazione 
molecolare.  
 Identificazione dei principali ceppi circolanti e l’impatto che essi hanno sulla salute 
dell’uomo.  
 Mettere in evidenza le differenze tra gli isolati MRSA di varia natura e origine per valutare 
l’epidemiologia locale in diversi contesti (veterinario, ospedaliero e comunitario). 





-MATERIALI E METODI- 
42 
4. MATERIALI E METODI 
4.1 Raccolta dei campioni presso l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia 
Nel periodo da ottobre 2013 a giugno 2014 presso il laboratorio di Microbiologia dell’area Palermo 
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia, sono stati raccolti 46 ceppi di 
Staphylococcus.  
    I campioni sono stati processati seguendo le procedure standard che prevedono l’isolamento a 
partire da matrici quali latte, croste, organi e tamponi. I tamponi sono stati effettuati su diversi 
animali (cani, gatti, vacche), con caratteristiche eterogenee per quanto riguarda età, sesso, razza e da 
diverse sedi di prelievo.   
     Per l’isolamento batterico viene prelevata, con un’ansa sterile in nichel o platino, un’aliquota del 
campione e seminato per strisciamento su Agar Sangue (AS) o Mannitol Salt Agar (MSA); nel caso 
di un organo, dopo averlo tagliato con l’apposito bisturi, si procede a tamponarne la sezione interna 
sul terreno; nel caso di un tampone, invece, si striscia sempre su una parte del terreno (AS e MSA) e 
quindi con l’ansa, si procede al normale iter di semina. Un buon isolamento si ottiene per riduzione 
progressiva del materiale seminato, seguendo un andamento a zig-zag e sterilizzando l’ansa dopo lo 
strisciamento della prima e della seconda porzione. Ogni passaggio prevede che si ruoti la piastra di 




Figura 10- Semina per dissociazione (http://www.vialattea.net.) 
 
A termine di questa procedura si procede con l’incubazione delle piastre in camera termostatica a 
37°+/- 1 per 18- 24h.  
L’obiettivo è quello di ottenere una colonia pura.  
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4.1.1 Mannitol Salt Agar (MSA) 
Il Mannitol Salt Agar è un terreno di coltura con cui si cerca di riprodurre artificialmente un 
ambiente in grado di soddisfare le esigenze metaboliche del microrganismo che si vuole isolare, in 
questo caso S. aureus. Molti microrganismi sono inibiti dalle elevate concentrazioni saline con 
l’eccezione di alcuni organismi alofili marini.  
Il terreno è un preparato allestito da Chapman per la differenziazione degli Stafilococchi coagulasi 
positivi (Staphylococcus aureus) da quelli coagulasi negativi.  
La composizione del terreno è data da:  
 Estratto di carne bovina (1gr/l di acqua purificata); 
 Digerito pancreatico di caseina (5,0 gr/l); 
 Digerito peptico di tessuto animale (5,0 gr/l); 
 Cloruro di sodio (75,0 g/l); 
 D- mannitolo (10,0 gr/l); 
 Rosso fenolo (0,025 gr/l); 
 Agar (15 gr/l) (www. Oxoid.com). 
Il terreno si presenta con una colorazione rossastra conferita dal colorante rosso fenolo. Questo 
terreno è selettivo in quanto permette la crescita solo di alcune specie batteriche (in questo caso 
Staphylococcus, che essendo alofilo riesce a tollerare l’elevata concentrazione di NaCl) e inibendo 
quella di altre. Ma è anche un terreno differenziale perché permette la discriminazione di una specie 




Figura 11- Colonie di S. aureus in Mannitol Salt Agar (Patinella, 2012). 
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La fermentazione del mannitolo da parte dei batteri, provoca un’acidificazione del terreno con 
conseguente viraggio di colore dal rosso al giallo (ad opera del rosso fenolo che funge da indicatore 
di pH). Le colonie di S. aureus fermentano il mannitolo al contrario di S. epidermidis. 
 
4.1.2 Identificazione delle colonie 
Dopo il periodo d’incubazione, sono state selezionate le colonie con caratteristiche macroscopiche 
riferibili a quelle tipiche degli Stafilococchi: in AS essi formano colonie lisce, rotonde e di 
consistenza cremosa, che possono presentare emolisi completa o parziale ed essere non pigmentate; 
in MSA, S. aureus mannitolo positivo, determina il viraggio del terreno dal rosa al giallo, e le 
colonie appaiono di color giallo oro causato dal viraggio dell’indicatore per produzione di acidi 
ottenuti dalla fermentazione dello zucchero. 
     Staphylococcus intermedius da emolisi completa ma non è pigmentato.  
E’ necessario, alla fine di questa fase, selezionare le colonie riferibili a Staphylococcus aureus, 
allestendo delle colture pure trapiantando in BHI (Brain Heart Infusion) agar o Agar nutritivo le 
singole colonie sospette. Infine si procede con incubazione a 37°C per 18-24 h.   
 
 
Fig. 12- Piastra di MSA con sviluppo di Staphylococcus aureus (Patinella, 2012). 
 
4.1.3. Brain Heart Infusion  
Il terreno BHI (infuso cuore- cervello) è particolarmente nutriente per la crescita della maggior 
parte dei microorganismi. E’ un terreno di arricchimento che consente di aumentare la carica della 
specie batterica che interessa isolare, grazie alla presenza di fattori che rallentano la crescita di 
specie batteriche contaminanti presenti nel campione in esame. Il BHI contiene i nutrienti presenti 
nell’infuso di cuore e cervello: peptoni e glucosio. I peptoni e l’infuso forniscono azoto organico, 
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carbonio, zolfo, vitamine e micronutrienti. Il glucosio fornisce i carboidrati che i microorganismi 
utilizzano tramite fermentazione. Il terreno è tamponato utilizzando fosfato disodico. 
  
4.1.4. Esame microscopico: la colorazione di Gram 
Per controllare che le colonie siano effettivamente formate da cocchi Gram-positivi con la 
disposizione a grappolo, tipica di Staphylococcus, si procede con la colorazione di Gram. Questa 
tecnica mette in evidenza alcune proprietà fondamentali della parete batterica utilizzando più 
coloranti in tempi successivi. 
Una prima fase prevede l’allestimento del preparato prelevato con ansa sterile dalla piastra e 
opportunamente disteso sul vetrino. Successivamente, questo si pone ad asciugare in una corrente 
ad aria calda e infine si fissa il materiale microbico, passando il vetrino sulla fiamma. 
 
Terminata la preparazione di questa fase, si può procedere con la colorazione vera e propria: 
1. si versano sul vetrino delle gocce di colorante Crystal violetto, filtrato con carta da filtro per 
evitare la presenza di cristalli, e si lascia agire per circa un minuto;  
2. si rimuove l’eccesso di colore, risciacquando opportunamente con acqua; 
3. a questo punto si versa sul vetrino la soluzione di Lugol, una soluzione acquosa iodo- 
iodurata che funge da mordenzante. La soluzione di Lugol si lascia agire per un minuto.  
4. Trascorso il tempo previsto, si lava nuovamente il vetrino con acqua. 
5. Successivamente il preparato è trattato con alcool-acetone per 30 secondi con il fine di 
allontanare il colorante non trattenuto dalle cellule. Questa fase è un momento molto 
delicato della colorazione di Gram in quanto un trattamento con alcool troppo prolungato 
potrebbe portare alla decolorazione anche delle cellule Gram positive. In teoria, accade che 
durante la procedura di colorazione, la parete cellulare delle cellule Gram positive, viene 
disidratata con alcool e perde permeabilità, trattenendo quindi la colorazione primaria. La 
membrana dei Gram-negativi, in particolare i lipidi e fosfolipidi della membrana esterna, 
vengono solubilizzati dalla miscela alcool-acetone, e la mureina più sottile e lassa, perde il 
cristal violetto.  
6. Bisogna poi risciacquare nuovamente con acqua. 
7. L’ultima fase della colorazione prevede che il vetrino sia trattato con il colorante di 
contrasto Safranina (rosa) che viene lasciato agire per un minuto. Questo colorante permette 
di visualizzare i batteri Gram-negativi. 
8. Risciacquare il vetrino e farlo asciugare. 
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9. L’ultima fase, prevede l’osservazione del vetrino al microscopio (ingrandimento 400x o, con 
una goccia d’olio a immersione, con l’ingrandimento 1000x). Le cellule Gram-positive 
risultano colorate in violetto perché hanno trattenuto il colorante primario; quelle Gram-
negative sono colorate con il colorante secondario rosso perché sono state decolorate con il 
trattamento con l’alcool. L’osservazione al microscopio permette di apprezzare la forma, e 
la disposizione. Gli stafilococchi si presenteranno come elementi disposti a grappolo.  
 
 
Figura 13- Batteri Ram positivi, S. aureus (Patinella, 2012). 
 
4.1.5. Test della catalasi 
Alcuni batteri possiedono l’enzima catalasi che scinde il perossido d’idrogeno (H2O2) in O2 e H2O. 
Il perossido d’idrogeno è comunemente formato per via biochimica durante i processi respiratori, 
per mezzo della riduzione dell’ossigeno con due elettroni, mediata dalle flavoproteine. Quasi tutti i 
microorganismi che crescono aerobicamente producono piccole quantità di perossido. Essi sono 
però capaci di neutralizzarlo mediante l’intervento della catalasi.  
Le fasi del test prevedono: 
 Il prelievo con ansa sterile della coltura dal BHI che viene stemperata in una goccia di 
perossido d’idrogeno (H2O2) al 3% posto su un vetrino portaoggetti.  
 Osservazione della reazione: se si avrà sviluppo di ossigeno entro pochi secondi, con la 
comparsa di bollicine, si avrà una reazione positiva.  
Gli Stafilococchi sono catalasi positivi.  
 




Figura 14- Test della catalasi positivo (www.territorioscuola.com.) 
 
 
4.1.6. Test dell’ossidasi  
L’ossidasi è un enzima che catalizza l’ossidazione del citocromo ridotto. Il citocromo C è presente 
solo in alcuni batteri capaci di utilizzare l’ossigeno libero come accettore finale d’idrogeno. Tali 
batteri sono gli unici positivi alla reazione dell’ossidasi. Essa viene messa in evidenza utilizzando 
un composto che nello stato ridotto è incolore ma che assume una colorazione particolare allo stato 
ossidato. La prova si esegue su colonie batteriche.  
Per l’esecuzione del test esistono kit rapidi costituiti da supporti (dischetti o bacchette) imbevuti del 
reagente. Si procede prelevando un’ansata della coltura dal BHI e strofinandola su DrySlide 
Oxidase, una carta da filtro contenente il reattivo. Se nell’arco di 20 secondi si avrà la comparsa di 
colore porpora, la reazione sarà da considerarsi positiva; se invece la slide resta incolore, la reazione 
sarà negativa. Gli stafilococchi sono ossidasi negativi.  
 
 
Figura 15- Test dell’ossidasi: quadrante 1 reazione negativa, quadrante 2 reazione positiva. 
(faculty.lacitycollege.edu) 
 
4.1.7 Test della coagulasi 
La coagulasi è un enzima liberato da alcuni batteri (es. appunto gli stafilococchi patogeni), in grado 
di coagulare il plasma citrato di coniglio. I batteri che producono questo enzima lo utilizzano come 
meccanismo di difesa. L’enzima in presenza di un fattore plasmatico derivato dalla protrombina, 
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produce in un minuto la coagulazione del fibrinogeno, proteggendo così il batterio dalla fagocitosi.  
E’ possibile produrre due forme differenti di coagulasi, libera o legata. La coagulasi libera è un 
enzima extracellulare prodotto quando il microorganismo è coltivato in brodo; la coagulasi legata, 
nota anche come fattore di coagulazione, rimane attaccata alla parete cellulare dell’organismo. Il 
test è in grado di rilevare la presenza di coagulasi libera e legata.  
Per eseguire il test bisogna trasferire in una provetta contenente 0,5 ml di coagulase plasma EDTA, 
un’ansata della coltura e successivamente bisogna agitare delicatamente. Per 4 ore la provetta sarà 
incubata a 37°C. Trascorso il tempo necessario, si può osservare la provetta e re-incubarla 
inclinandola delicatamente senza frammentare l’eventuale coagulo. Infine la si riesamina dopo 24 
ore.   
Lo Staphylococcus aureus è un batterio coagulasi positivo. 
 
Figura 16- Test della coagulasi (www.vialattea.net).  
 
4.1.8. Test di Voges-Proskauer 
Tra le prove di laboratorio utili per una maggiore e più chiara distinzione tra Staphylococcus aureus 
e lo Staphylococcus intermedius, a seguito del test della coagulasi con esito positivo, si potrebbe 
effettuare il test di Voges- Proskauer.   
Il principio di questo test si basa sulla produzione di acetoina derivata dalla fermentazione dello 
zucchero.  
Si procede trasferendo 2,5 ml di brodo MR- VP (Methyl- Red- Voges Proskauer) in una provetta e 
successivamente dopo aver prelevato da piastra un’ansata di coltura pura, la si stempera sul bordo 
della provetta stessa. A seguito di questa fase è necessario incubare a 37° C per 48 ore. Al termine 
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del periodo d’incubazione bisogna aggiungere 0,6 ml di reagente VP2 e 0,2 ml di VP1. Infine si 
procede agitando delicatamente la provetta e attendendo per 10- 15 minuti se avviene l’eventuale 
viraggio del colore. L’importante è comunque che la lettura sia effettuata entro un’ora. Se la 
soluzione all’interno della provetta è incolore, il test del VP è negativo e il microrganismo isolato 
sarà Staphylococcus intermedius; se invece la provetta apparirà di colore viola- rosa, il test del VP è 




Figura 17- Test di Voges–Proskauer (www.vetbakt.se)  
 
 
4.1.9. API Staph  
Procedendo con le indagini per l’accertamento del microrganismo, un altro test utilizzato in 
laboratorio è quello dell’API. Si tratta di una delle prove biochimiche condotte sul batterio preso in 
esame, in modo tale da poterlo identificare. Attualmente sono disponibili kits miniaturizzati, 
costituiti da decine di terreni diversi e opportuni indicatori cromogeni, mantenuti separati in 
microcuvette individuali contenenti i substrati dei test disidratati. Grazie a questo sistema è 
possibile eseguire, sullo stesso isolato clinico 20 o più test biochimici contemporaneamente. E’ così 
possibile rilevare contemporaneamente le capacità o meno del batterio a metabolizzare zuccheri 
diversi, utilizzare citrato, ridurre nitrati, decarbossilare alcuni amminoacidi, produrre idrogeno 
solforato. Le reazioni prodotte durante il tempo d’incubazione si traducono in cambiamenti di colori 
spontanei o rilevati dall’aggiunta dei reattivi (Kloos, 1982).  
 
Le fasi di esecuzione dell’API Staph prevedono: 
1. Preparazione della galleria: si prelevano fondo e coperchio di un contenitore da incubazione 
e vi si distribuiscono circa 5 ml di acqua distillata o demineralizzata negli alveoli così da 
poter fornire un’atmosfera umida.  
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2. Subito dopo si sistema la galleria nel contenitore da incubazione con l’accortezza di 
annotare il riferimento identificativo del ceppo, sulla linguetta laterale della vaschetta. 
3. Successivamente si prepara la sospensione batterica: si apre una fiala di API Staph Medium 
e si allestisce una sospensione batterica omogenea di opacità equivalente al punto 0,5 di Mc 
Farland. 
4. Si procede con l’inoculo della galleria: 
 Servendosi di una pipetta, inoculare le microprovette della galleria con l’API Staph 
Medium.  
 Riempire solo le provette e non le cupole, senza superare il livello superiore della 
provetta stessa. Evitare inoltre, la formazione di bolle tenendo la punta della pipetta 
sul lato della cupola.  
 Creare anaerobiosi nei tests denominati ADH e URE riempiendo la cupola con olio 
di paraffina per formare un menisco convesso.  
 Ricoprire la vaschetta d’incubazione. 
 Incubare a 35- 37° C per 18- 24 ore. 
5. A seguito dell’incubazione si fa la lettura della galleria. Bisogna leggere le reazioni 
conformemente ad una Tabella di Lettura dove sono riportati i significati dei possibili 
risultati ottenuti.  
 Nel test del VP va aggiunta una goccia dei reattivi denominati VP1 e VP2 e si 
attendono 10 minuti. Trascorso il tempo richiesto se si avrà un colore rosa deciso o viola 
la reazione è da considerare positiva. Se dopo 10 minuti invece, si otterrà un colore rosa 
pallido o rosa chiaro la reazione dovrà essere considerata negativa.  
 Nel test NIT si aggiungono i reattivi NIT1 e NIT2. Anche in questo caso è necessario 
attendere 10 minuti, al trascorrere dei quali, se si noterà comparire un colore rosso, 
allora la reazione sarà da considerarsi positiva.  
 Nel test PAL andranno versate una goccina di ZYM A e una goccina di ZYM B. 
Trascorsi i 10 minuti, l’eventuale comparsa del colore viola indicherà una reazione 
positiva.  
6. E’ necessario, a fine lettura, annotare i risultati sulla scheda di registrazione.  
7. La fase successiva prevede l’identificazione del batterio e ciò, si ottiene codificando 
l’insieme delle reazioni avvenute, in un profilo numerico. Sulla scheda di registrazione dei 
risultati, i test sono suddivisi in gruppi di tre e ognuno di essi è indicato con un numero 
progressivo (1,2,4…). Bisogna addizionare all’interno di ogni gruppo i numeri 
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corrispondenti alle reazioni positive e si ottengono così le sette cifre che formano il profilo 
numerico.  
8. Infine non bisogna far altro che cercare il profilo numerico nell’indice del profilo analitico 
API Staph. L’identificazione è associata ad una percentuale di affidabilità (%ID), con un 
valore accettabile ≥ 80%.  
 
 
Figura 18- Test API Staph (www.tgw1916.net) 
 
In seguito all’interpretazione dei risultati viene riportata la presenza o l’assenza di Staphylococcus 
aureus.  
 
4.2 Raccolta dei campioni presso l’UTIN dell’Ospedale Policlinico di Palermo 
L’UTIN è una struttura ospedaliera in cui sono ricoverati i nati presso l’ostetricia del Policlinico 
Universitario e neonati provenienti da altri nosocomi. E’ una struttura preposta anche all’assistenza 
intensiva pre e post operatoria dei neonati provenienti dall’attiguo Reparto di Chirurgia Pediatrica; 
si tratta di pazienti che necessitano di cure prolungate e ad alto rischio di colonizzazione batterica 
per la frequente presenza di stomie e drenaggi.  
 
4.2.1. Lavorazione dei campioni 
Per tutti i pazienti è stato applicato un protocollo ben definito: 
1. Prelievo dei campioni di sorveglianza tramite tamponi nasali eseguiti entro 24 ore 
dall’ammissione; 
2. I tamponi vengono rieseguiti alla dimissione, nel caso in cui l’intervallo di tempo tra 
ricovero e dimissione superi le 72 ore; 
3. Un ulteriore tampone nasale viene prelevato a cadenza settimanale se la degenza supererà i 
sette giorni.  
Per ogni neonato reclutato nello studio, viene compilata una cartella che contiene alcune 
informazioni del paziente come dati anamnestici (nome, cognome, sesso), dati attinenti il 
campionamento (data di esecuzione del tampone, profilassi e terapia), dati sul decorso clinico del 
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neonato (giorni di degenza, giorni di alimentazione, esecuzione di particolari procedure invasive e 
loro durata).   
Il tempo ottimale di prelievo dei campioni nasali, utilizzati per la ricerca di Staphylococcus aureus 
meticillino sensibili (MSSA) e meticillino resistenti (MRSA) è prima della terapia antimicrobica.  
I tamponi che arrivano vengono inoculati in 5 ml di BHI per l’arricchimento e successivamente 
verranno incubati a 37°C per 24 ore. Trascorse le 24 ore si valuta la crescita in base alla torbidità 
del terreno. Se il campione si presenta limpido lo si terrà in camera termostatica per altre 48 ore e se 
ancora non c’è torbidità sarà segnato come “assenza di sviluppo”. Se la crescita è avvenuta si 
procede con una sub-coltura del brodo in piastre contenenti MSA. L’obbiettivo è quello di ottenere 
una coltura pura; quindi, nel caso in cui si ottengono colonie miste, bisogna procedere prelevando 
con l’ansa la parte batterica e diluirla in un terreno BT in provetta (Brodo Triptosio).  
Il BT è un brodo di arricchimento composto da:  
 Estratto di carne 1 g/l,  
 Estratto di lievito 1 g/l,  
 Peptone 5g/l,  
 NaCl 5 g/l.  
Dopo aver diluito la colonia nel BT e atteso circa 20/30 minuti, si procede a piastrare per 
dissociazione su MSA, al fine di ottenere 48 ore dopo, una coltura pura (fig. 11).   
 
4.3. Prove di sensibilità agli antibiotici 
4.3.1 Antibiogramma 
L’antibiogramma è l’esame che permette di valutare l’attività “in vitro” che un antibiotico esercita 
nei confronti di un germe patogeno.  
    Quello che si va a determinare oggettivamente, nel test di sensibilità agli antibiotici, è la 
cosiddetta MIC (Minimum Inhibitory Concentration) cioè la minima concentrazione inibente la 
crescita di quel determinato batterio. Purtroppo il clinico non sa interpretare correttamente la MIC e 
chiede solo se il ceppo è sensibile o resistente. Quindi, molti test di laboratorio fanno solo una stima 
della MIC semiquantitativa. Da questa stima si ricavano due concentrazioni di antibiotico note 
come breakpoints che determinano le tre categorie più conosciute dal clinico che sono S, I, R.  La 
scelta di queste due concentrazioni è data dal CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 
che usa criteri batteriologici, farmacocinetici e clinici. Questi criteri vengono aggiornati ogni anno.  
La definizione delle tre categorie è la seguente: 
-MATERIALI E METODI- 
53 
Sensibile (S): l’infezione causata dal ceppo, presuntivamente responsabile, può essere trattata 
con quell’antibiotico al dosaggio usuale raccomandato e che si può trovare nei foglietti illustrativi 
che accompagnano per legge il farmaco. 
Intermedio (I): l’infezione causata dal ceppo, presuntivamente responsabile, può essere trattata 
con quell’antibiotico a un dosaggio leggermente più alto di quello usuale.  
Resistente (R): i ceppi resistenti sono quelli non inibiti dalle concentrazioni sistemiche 
dell’antibiotico ai dosaggi normali e anche a quelli più alti.  
    Nella pratica clinica, questo tipo di test, permette quindi di valutare quali siano i farmaci più 
efficaci nei confronti di un microrganismo patogeno e fornisce inoltre, una stima terapeutica più 
adatta a curare la malattia infettiva. 
     L’antibiogramma può essere effettuato anche mediante l’utilizzo di un terreno liquido. Si 
preparano delle provette con uguale quantità di terreno a cui sono aggiunte diluizioni scalari del 
farmaco da saggiare. 
Questo test serve inoltre anche negli studi epidemiologici, in quanto consente di monitorare 
l’evoluzione della resistenza batterica e dare quindi le basi del trattamento empirico delle infezioni 
batteriche. Per allestire un antibiogramma si utilizza il metodo di Kirby Bauer: prova di sensibilità 
di un microorganismo verso numerosi antibiotici su piastre di terreno solido Mueller Hinton Agar la 
cui composizione in g/l è la seguente:  
 agar 15 g/l,  
 caseina 17.5 g/l,  
 amido 1.5 g/l,  
 infuso di carne 300 g/l inoculato con il microorganismo da esaminare.   
    
Per lo screening di S. aureus resistente alla meticillina si deve allestire una subcoltura del 
microorganismo. All’Istituto Zooprofilattico si procedeva prelevando una colonia con un’ansa, 
precedentemente sterilizzata sulla fiamma di un bunsen e stemperandola sulle pareti di una bijoux 
con tappo a vite, dove erano versati 2 ml di soluzione fisiologica. Si aggiungeva una aliquota della 
colonia tale da ottenere una concentrazione di 0,2 Mc Farland e, una volta raggiunta la 
concentrazione desiderata, si poneva la bijoux nel vortex così da avere una miscela più omogenea. 
Conseguentemente, grazie ad un tampone imbevuto della sospensione contenente il 
microorganismo, si procedeva con la metodica detta Metodo per diffusione o test di Kirby Bauer, e 
si seminava su piastre di Mueller Hinton Agar avendo cura di non lasciare porzioni di piastra non 
strisciate dal tampone.  
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Terminata questa procedura, mediante pinzette sterili o appositi distributori, si depositava avendo 
cura di farlo ben aderire, un dischetto di carta bibula assorbente imbevuto di adatte concentrazioni 
note dell’antibiotico meticillina che si desiderava testare.  
 
 
Figura 19- Applicazione dei dischetti di antibiotico sul terreno (Patinella, 2012). 
 
Infine, rovesciate le piastre, si procedeva incubando in termostato per 24 ore alla temperatura di 
37°C.  
La lettura consiste nella misurazione del diametro (mm) dell’alone d’inibizione per ogni antibiotico 
(Fontana, 2000).  
 
Figura 20- Aloni d’inibizione (www.cliccascienze.it) 
 
I risultati ottenuti sono paragonati a quelli standard, in modo da stabilire se l’isolato è sensibile o 
meno a un dato antibiotico. I valori standard variano per ciascun microorganismo. Relativamente 
alla meticillina, i fenotipi possono essere: Resistente (alone d’inibizione <9 mm di diametro); 
Intermedio (alone d’inibizione compreso tra 10-13mm); Sensibile (alone d’inibizione >14mm). 
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Al Dipartimento di Scienze per la Promozione della Salute “G. D’Alessandro”, dell’ospedale 
Policlinico la determinazione della sensibilità o resistenza di S. aureus alla meticillina, è eseguita in 
laboratorio, utilizzando l’oxacillina al posto della meticillina: alla base ci sono gli stessi meccanismi 
genici e molecolari con la differenza che l’oxacillina si presenta più stabile alla conservazione e alla 
refrigerazione e più efficace nella determinazione dell’eteroresistenza.  
La procedura consiste nel piastrare sul terreno Mueller- Hinton addizionato di 6 μg/ml di oxacillina, 
e opportunamente diviso, cinque colonie che derivano dalla precedente subcultura. Dopo 
incubazione per 24 ore a 37 °C se si osserva assenza di sviluppo, il ceppo è catalogato come MSSA 
e viene poi conservato prelevando una colonia di partenza e trapiantandola in agar. L’altro fenotipo 
che potrebbe essere osservato è lo sviluppo di colonie: in questo secondo caso, il ceppo viene 
denominato come MRSA e sottoposto ai test di sensibilità agli antibiotici (antibiogramma) e 
conservato infine nella ceppoteca. Per avere la piena conferma di aver isolato un ceppo di MRSA, si 
possono somministrare altri antibiotici (vedi tabella 1) per valutare il profilo di suscettibilità 
antibiotica e l’eventuale presenza di multiresistenze verso i principali antibiotici utilizzati nella 
pratica clinica.  
   Tab. 1- Valori di riferimento per lettura dell’antibiogramma. 
ANTIBIOTICO Resistente Intermedio Sensibile 
VA (vancomicina) 30 μg  ≤ 9 10-11 ≥ 12 
TEC (teicoplanina) 30 μg ≤10 11-13 ≥14 
CRO (ceftriaxone) 30 μg ≤13 14-20 ≥21 
FEP (cefepime) 30 μg ≤14 15-17 ≥18 
CLR (claritromicina) 15 μg ≤13 14-17 ≥18 
IPM (imipenem) 10 μg ≤13 14-15 ≥16 
TZP (piperacillina/tazobactam) 85 μg ≤17 - ≥18 
SXT (cotrimoxazolo) 25μg ≤10 11-15 ≥16 
CIP (ciprofloxacina) 5μg ≤15 16-20 ≥21 
LEV (levofloxacina) 5μg ≤13 14-16 ≥17 
LZD (linezolid) 30μg ≤4 - ≥4 
CN (gentamicina) 10μg ≤12 13-14 ≥15 
TE (tetraciclina) 10μg ≤14 15-18 ≥19 
RD (rifampicina) 30μg ≤16 17-19 ≥20 
DA (clindamicina) 2μg ≤14 15-20 ≥21 
E (eritromicina) 5μg ≤13 14-22 ≥23 
FOX (cefoxitina) 30μg ≤14 15-17 ≥18 
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Sono stati deposti sulla superficie del terreno i dischetti contenenti i diversi principi attivi. Per tutti 
gli antibiotici sono stati utilizzati i dischetti Oxoid. Dopo incubazione a 37° C per 18- 24 ore sono 
stati misurati gli aloni d’inibizione della crescita batterica e i risultati sono stai interpretati sulla base 
degli schemi interpretativi delle ditte che hanno fornito i diversi antibiotici testati. 
 
4.4 Tipizzazione molecolare  
Le strategie atte a prevenire la diffusione dell’MRSA richiedono una conoscenza approfondita della 
sua epidemiologia. Per questo scopo sono state messe a punto diverse tecniche molecolari.  
Il fine ultimo delle attività di genotipizzazione è quello di distinguere stipiti geneticamente diversi 
che magari con le sole tecniche fenotipiche normalmente utilizzate risulterebbero indistinguibili. 
Questa analisi è molto importante per due ragioni: 
1. Per effettuare una corretta analisi epidemiologica dei focolai d’infezione in modo tale da 
avere chiaro se ci si trova sempre di fronte allo stesso stipite batterico e capirne anche la 
provenienza. 
2. Per condurre uno studio della popolazione e dell’evoluzione all’interno di questa, di un 
determinato organismo patogeno (epidemiologia molecolare). 
Grazie all’MLVA (Multiple- Locus Variable- Number Tandem Repeat Analysis of Polimorphism) è 
stato possible tipizzare molte specie batteriche.  
 
Per ottenere il DNA da sottoporre alla successiva amplificazione si esegue prima la seguente 
procedura: 
 Si preleva il ceppo dalla fialetta di conservazione con un’ansa e si semina per 
dissociazione in Mueller Hinton Agar, incubando a 37° C per 24 ore.  
 Ottenuta la crescita, si allestisce una brodo coltura sospendendo in 5 ml di BHI e 
incubando a 37 ° C per 24 ore. 
 Infine si procede con la fase di estrazione del DNA. 
 
4.5. Estrazione del DNA 
I test molecolari per l’identificazione dei diversi ceppi sono stati effettuati presso il Dipartimento di 
Scienze per la Promozione della Salute “G. D’Alessandro”, dell’Ospedale Policlinico di Palermo.  
Tutte le metodiche per le estrazioni degli acidi nucleici si compongono di tre fasi: 
1. Lisi cellulare (combinata con l’inattivazione delle nucleasi cellulari); 
2. De-proteinizzazione del campione lisato; 
3. Precipitazione dell’acido nucleico.  
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La lisi ha come scopo la liberazione del DNA; può essere effettuata mediante degradazione 
meccanica (lisi ipotonica), trattamenti chimici (lisi con detergenti, es. SDS, ed EDTA) e digestione 
enzimatica (lisi con enzimi, es. proteinasi K). Spesso la procedura di lisi utilizzata rappresenta un 
buon compromesso in quanto deve essere: 
-abbastanza aggressiva da frammentare il materiale di partenza; 
-abbastanza delicata da mantenere l’integrità dell’acido nucleico.   
La deproteinizzazione viene eseguita dopo la rottura delle pareti cellulari (batteri) e della 
membrana plasmatica, dai quali si otterrà una miscela complessa costituita da varie componenti 
cellulari (DNA, RNA, lipidi, carboidrati, proteine). Permette di rimuovere le proteine che 
potrebbero degradare gli acidi nucleici o legarsi ad essi interferendo con i trattamenti enzimatici 
successivi. 
La precipitazione permette di concentrare, desalificare e recuperare il DNA in fase solida 
permettendone il successivo ridiscioglimento nella soluzione desiderata.   
 
Nella nostra analisi si utilizza il metodo descritto da J Cline t all:  
 Centrifugare 1 ml di brodo coltura, trasferito in eppendorf da 1,5 ml a 13000 rpm per 5 
minuti. 
 Risospendere al vortex il pellet in 50 μl di TE (Tris EDTA 10/1 mM) e trasferire in provette 
più piccole da 0,5 ml. 
 In questa fase del lavoro si pongono i campioni in un Thermal cycler BOIL dove sono 
opportunamente impostate la temperatura (100 °C) e il tempo (5 minuti) per far avvenire 
correttamente il processo.  
 Successivamente si aggiungono 10 μl di lysostaphin (0,6 mg/ml in H2O) un enzima in grado 
di lisare alcune specie di Staphylococcus incluso S. aureus, e centrifugare per qualche 
secondo a 8000 rpm; risospendere inoltre al vortex. 
 Per 15 minuti, conservare tutto in ghiaccio. 
 Addizionare ai campioni 20 μl di proteinasi K (0,5 mg/ml in tris 50mM pH 8.0) e ripetere la 
procedura di centrifugazione a 8000 rpm e la successiva risospensione al vortex.  
La proteinasi K è una proteasi della famiglia delle subtilisine, isolata dal fungo saprofita 
Tritirachium album ed è particolarmente adatta per digestioni che avvengono in tempi brevi. 
Possiede un’alta e specifica attività che rimane stabile all’aumentare della temperatura e dei valori 
di pH (Issa, 2013).   
Per permettere alla proteinasi K di agire nel migliore dei modi devo continuare la procedura nel 
seguente modo: 
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 Incubare a 55° C per 10 minuti e successivamente a 95° C per 15 minuti (termal cycler: 
PKLY); inoltre centrifugare a 8000 rpm e risospendere per qualche secondo al vortex. 
L’iter di estrazione del DNA continua con: 
 Addizione di 20 μl di RNAasi (0,5 mg/ml in H2O distillata); centrifugare a 8000 rpm e 
risospendere per qualche secondo al vortex.  
L’RNAasi è un enzima in grado di degradare l’RNA derivato dalle fasi di estrazione del DNA. E’ 
molto resistente e in grado di sopportare trattamenti drastici come ebollizione prolungata, e 
sterilizzazione in autoclave. 
 Incubare a 37° C per 15 minuti (thermal cycler) e conservare a – 20° C. 
 Versare il surnatante velocemente, si centrifuga per qualche secondo e si aspira il 
surnatante residuo con il puntale.  
Una volta estratto il DNA si può procedere con la tipizzazione molecolare.  
 
4.6. MLVA 
Il Multiple Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA), è un metodo utilizzato per 
eseguire la tipizzazione molecolare di particolari microorganismi. I profili di tipizzazione 
molecolare si usano per studiare le vie di trasmissione, per valutare le fonti d’infezione e anche per 
valutare l’impatto dell’intervento umano in termini di vaccinazione e uso di antibiotici. 
Nel MLVA è valutata la variazione in un set di loci VNTR (Variable Number Tandem Repeat). Ciò 
si ottiene eseguendo PCR dei loci VNTR e la successiva misurazione dei prodotti ottenuti su gel 
d’agarosio.  
L’analisi prevede una prima fase in cui il DNA che deve essere tipizzato è estratto dai batteri per 
una successiva amplificazione tramite PCR. La PCR (Polymerase Chain Reaction) è una tecnica 
che serve ad amplificare in vitro ed in poco tempo definite sequenze di DNA. E’ una tecnica di 
grande sensibilità, specificità, versatilità che sfrutta una reazione di sintesi ripetuta un numero di 
volte prestabilite (cicli) e grazie alla quale, ad ogni ciclo la quantità di DNA presente, raddoppia. La 
reazione è catalizzata da una DNA polimerasi (Taq polimerasi) particolare in quanto termostabile 
ad elevate temperature. L’enzima inizia la sintesi a partire da primers disegnati sulla base dello 
stampo che deve essere duplicato n- volte. 
 
Nel caso della tipizzazione per S. aureus è stata utilizzata una PCR multiplex, ossia una PCR che 
prevede l’uso simultaneo di coppie di primer che amplificano due o più tratti di DNA bersaglio: le 
sequenze VNTR. I VNTR sono delle ripetizioni in tandem presenti in numero variabile nel genoma 
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e più nello specifico si tratta di DNA minisatellite ipervariabile. La MLVA prevista per S. aureus 
utilizza il polimorfismo di sette geni: sspA, spa, sdrC, sdrD, sdrE, clfA e clfB.  
Per ogni campione da tipizzare si prepara: 
1. La miscela di reazione utilizzando le quantità descritte nella seguente tabella:  
 
Tab.2- Composizione della miscela di reazione 
 
 
2. I primers elencati nella tabella 3, non sono specifici e sono adatti anche per gli MSSA.  
 
Tab 3- Primers utilizzati 
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Nelle eppendorf contenenti ciascuna 1 μl di campione sono aggiunti 49 μl di mix di reazione, per un 
volume finale di 50 μl. Il programma di amplificazione utilizzato prevede: 
 
 Predenaturazione: 
94° C per 5 minuti. 
 Amplificazione PCR:  
20 cicli di: -denaturazione a 94° C per 30 secondi 
 -annealing a 55° C per 30 secondi 
- estensione a 72° C per 1 minuto 
 Estensione finale: 
72° C per 7 minuti.  
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4.7. Elettroforesi degli acidi nucleici 
I prodotti dell’amplificazione sono separati e identificati mediante elettroforesi su gel. Questa 
tecnica si basa sul movimento di molecole cariche, in questo caso i frammenti del DNA prodotti 
dall’amplificazione, sottoposte ad un campo elettrico generato dalla differenza di potenziale creata 
da un alimentatore di corrente. All’interno di un tampone alcalino o neutro, gli acidi nucleici si 
comporteranno come molecole cariche negativamente (anioni) e migreranno quindi verso il polo 
positivo.  
     L’elettroforesi viene effettuata su supporto solido, generalmente costituito da gel di agarosio o di 
poliacrilammide. I gel di agarosio sono largamente impiegati per separare molecole di DNA di 
dimensioni maggiori di 100 bp; invece si ricorre al gel di acrilammide quando serve una risoluzione 
maggiore per frammenti di DNA di piccole dimensioni o quando essi differiscono tra loro per pochi 
nucleotidi. L’agarosio è un polisaccaride lineare purificato dall’agar delle alghe rosse; è solubile in 
acqua bollente e quando la soluzione si raffredda, si forma un gel a causa della formazione di 
legami ad idrogeno tra le catene polimeriche dell’agarosio.  
Solitamente la preparazione del gel di agarosio richiede pochi minuti: 
 Si pesa l’agarosio inizialmente in polvere. 
 Si aggiunge l’adeguata quantità di tampone TAE (Tris- acido acetico EDTA). 
 Si scioglie l’agarosio. 
 Si aggiunge Bromuro di Etidio un colorante che viene stimolato utilizzando luce 
ultravioletta ad una lunghezza d’onda di 302 nanometri. Questo si lega al DNA 
intercalandosi tra le basi azotate complementari e in successione in uno stesso filamento, e 
mostra una forte fluorescenza quando illuminato con luce UV, mettendo in evidenza bande 
di migrazione a varie altezze rese visibili da un transilluminatore.  
 Si lascia solidificare il gel. 
 Il DNA viene addizionato di una soluzione tampone contenente glicerolo e solitamente blu 
di bromo fenolo. 
In teoria tutti i frammenti in un campo elettrico dovrebbero muoversi con la stessa mobilità verso 
l’anodo, tuttavia nel gel, le molecole di agarosio che costituiscono la matrice, oppongono una certa 
resistenza al movimento per cui le molecole più grosse incontrano più difficoltà nel passare 
attraverso i pori, mentre le molecole più piccole si muovono più velocemente. La velocità di 
migrazione dipende quindi dal peso molecolare dei vari frammenti: tra questi, quelli a più alto peso 
molecolare migrano più lentamente rispetto a quelli con minore peso molecolare. 
I campioni di DNA sono caricati su gel orizzontale, in pozzetti le cui spaziature sono state create 
grazie ad un pettine. Si effettua l’aggiunta di coloranti che permettono di seguire visivamente il 
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caricamento del campione nel pozzetto e la migrazione del DNA nel gel. In uno dei pozzetti è 
caricato uno standard di pesi molecolari che viene fatto migrare nello stesso gel per consentire il 
confronto con i frammenti da identificare.  
 
Fig. 21- Elettroforesi in agarosio (scientificjourn.altervista.org) 
 
Nella nostra analisi abbiamo utilizzato 10 μl di ogni campione amplificato e 5 μl di 100 bp DNA 
Ladder e sono stati caricati su gel d’agarosio al 2% in TBE 0,5 X + etidio bromuro 1% e fatti 
migrare in tampone TBE 0,5X a 100 V per 2 ore.    
Le bande sono visualizzate al transilluminatore a raggi UV, fotografate e scannerizzate. I pattern 
sono confrontati e analizzati usando uno specifico software che riesce a distinguere i differenti 





5.1 Campioni raccolti presso l’Istituto Zooprofilattico 
 
Nel periodo tra ottobre 2013 e giugno 2014, nell’ambito di una ricerca mirata allo studio della 
diffusione di stafilococchi meticillino resistenti, sono stati collezionati 46 campioni biologici 
prelevati da animali da reddito e domestici, tra cui cani e gatti, presso la sezione di Diagnostica 
dell’area Palermo dell’Istituto Zooprofilattico (Tabella 4).  
Da ogni campione (prelievo di frammenti d’organo, tamponi vari, o latte) giunto in laboratorio, è 
stata allestita una coltura batterica su terreni batteriologici per l’isolamento e identificazione di 
stafilococchi coagulasi positivi (CPS), con particolare attenzione all’isolamento di S. aureus. Le 
colonie sospette sono state caratterizzate mediante colorazione di Gram, test della catalasi e 
dell’ossidasi. Successivamente sono stati condotti saggi per la produzione di coagulasi e infine è 
stato effettuato il test APIStaph (Biomerieux).    
 
Tab. 4- Campioni raccolti presso l’Istituto Zooprofilattico, identificazione di specie e 
suscettibilità alla meticillina. 
Ceppo Tipo di campione Specie Risposta alla 
meticillina 
1 Cuore gabbiano S. aureus MSSA 
2 Secreto mammario S. aureus MSSA 
3 Fegato cane S. aureus MSSA 
4 Latte ovino S. aureus MSSA 
5 Latte ovino S. aureus MSSA 
6 Fegato volpe S. aureus MSSA 
7 Latte ovino S. aureus MSSA 
8 Tampone cutaneo gatto S. aureus MSSA 
9 Tampone cutaneo agnello S. aureus MSSA 
10 Tampone cutaneo S. aureus MSSA 
11 Fegato volpe S. aureus MSSA 
12 Tampone cutaneo agnello S. aureus MSSA 
13 Tampone cutaneo agnello S. aureus MSSA 
14 Tampone S. aureus MSSA 
15 Latte bovino S. aureus MSSA 
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16 Amigdala volpe S. aureus MSSA 
17 Tampone ovino S. aureus MSSA 
18  Latte bovino  S. aureus MSSA 
19 Tampone rettale coniglio S. aureus MSSA 
20 Latte bovino S. aureus MSSA 
21 Latte bovino S. aureus MSSA 
22 Tampone nasale coniglio S. aureus MSSA 
23 Tampone cutaneo S. aureus MSSA 
24 Latte bovino S. aureus MSSA 
25 Fegato volpe S. aureus MSSA 
26 Tampone piede umano S. aureus MSSA 
27 Fegato volpe S. aureus MSSA 
28 Latte ovino S. aureus MSSA 
29 Tampone cutaneo cane S. pseudointermedius MRSA 
30 Tampone cutaneo cane S. pseudointermedius MRSA 
31 Tampone cutaneo cane S. aureus MSSA 
32 Latte ovino S. aureus MSSA 
33 Rene cane S. aureus MSSA 
34 Latte ovino S. aureus MSSA 
35 Latte ovino S. aureus MSSA 
36 Tampone raschiato cutaneo S. aureus MSSA 
37 Tampone oculare cane S. aureus MSSA 
38 Crosta cane S. aureus MSSA 
39 Tampone cutaneo gatto  S. aureus MSSA 
40 Latte bovino S. aureus MSSA 
41 Tampone nasale gatto S. aureus MSSA 
42 Tampone faringeo cane S. aureus MSSA 
43 Tampone nasale cane S. aureus MSSA 
44 Tampone oculare cane S. aureus MSSA 
45 Feci gatto S. aureus MSSA 




Gli isolati che mostravano le caratteristiche fenotipiche e biochimiche ascrivibili a S. aureus sono 
stati ulteriormente caratterizzati; tra tutti i ceppi coagulasi positivi, due sono risultati meticillino 
resistenti.  
L'analisi biochimica condotta con API20 STAPH sui due ceppi meticillino resistenti ha mostrato un 
profilo dubbio, in quanto il software utilizzato per l’identificazione, non ha consentito di 
discriminare tra  S. aureus,  e S. pseudointermedius. Questo risultato  era in accordo con quanto già 
osservato precedentemente, proprio all’Istituto Zooprofilattico, durante un’indagine 
epidemiologica: ovvero, la possibilità che alcuni ceppi dovessero essere riclassificati, poiché 
erroneamente identificati come S. aureus. Alla luce di questi dati i due ceppi meticillino-resistenti 
con dubbia identificazione, sono stati sottoposti ad analisi molecolare mediante l’amplificazione e 
sequenziamento del gene codificante 16S rRNA. I risultati ottenuti hanno confermato 
inequivocabilmente l’identificazione tassonomica di S. pseudointermedius per i due ceppi in 
questione.  
 S. pseudointermedius è uno dei principali agenti patogeni opportunisti in grado di colonizzare e 
provocare infezione della pelle e dell’orecchio soprattutto nei cani e nei gatti. Sebbene l’uomo non 
sia un ospite naturale di questo microrganismo, poiché la resistenza di MRSP è data sempre dalla 
presenza del gene mecA,  è ipotizzabile che la pressione selettiva indotta dal trattamento antibiotico 
in  animali già colonizzati con MRSA, porti alla comparsa di resistenze addizionali (Van Duijkeren, 
2011). Questo, inevitabilmente, comporterebbe un elevato potenziale/rischio zoonotico, 
rappresentando quindi anche una minaccia per l’uomo.     
Nella diagnosi di routine acquisisce una notevole importanza la corretta identificazione dei 
ceppi, poiché per le infezioni causate da MRSP sono preferibili trattamenti terapeutici che non 




I ceppi MRSP identificati in questo studio sono stati sottoposti alle tecniche d’identificazione 
microbiologica anche presso l’Ospedale Policlinico di Palermo, confermando i dati ottenuti presso 
l’Istituto Zooprofilattico. 
E’ stato inoltre eseguito un antibiogramma completo per la valutazione del profilo di suscettibilità e 






Tab- 5 Antibiogramma effettuato sui ceppi di S. pseudointermedius. 
 
 I ceppo II ceppo 
FOX 
(cefoxitina) 30 μg 
S S 
CRO 
(ceftriaxone) 30 μg 
I R 
CIP 
(ciprofloxacina) 5 μg 
R R 
FEP 
(cefepime) 30 μg 
R R 
LEV 
(levofloxacina) 5 μg 
R R 
RD 
(rifampicina) 30 μg 
S S 
SXT 
(cotrimoxazolo) 25 μg 
R R 
VA 
(vancomicina) 30 μg 
S S 
LZD 
(linezolid) 30 μg 
S S 
TE 
(tetraciclina) 10 μg 
R R 
TEC 
(teicoplanina) 30 μg 
S S 
TZP 
(piperacillina/tazobactam) 85 μg 
S S 
IPM 
(imipenem) 10 μg 
S S 
CN 
(gentamicina) 10 μg 
R R 
CLR 
(claritromicina) 15 μg 
R R 
DA 
(clindamicina) 2 μg 
R R 
E 
(eritromicina) 5 μg 
R R 
*
(S=fenotipo sensibile; I= intermedio; R= resistente). 
 
Come indicato in Tabella 5, il primo ceppo MRSP, oltre alla meticillina, presentava un fenotipo 
resistente anche nei confronti di altri 9 antibiotici saggiati, mentre il secondo ceppo era 
contestualmente resistente ad altri 10. 
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5.2 Campioni raccolti presso l’UTIN dell’Ospedale Policlinico di Palermo 
 
Gli MRSA sono tra i principali agenti eziologici d’infezione nei reparti ospedalieri, e, in modo 
particolare, nelle unità di terapia intensiva neonatale.  
L’Unità di Terapia Intensiva Neonatale situata all’interno dell’A.O.U.P. “P. Giaccone” di Palermo, 
è dotata di due stanze di degenza adiacenti: una sala di Terapia Intensiva che consta di 8 posti letto, 
e una sala di Terapia Intermedia che può accogliere fino a 6 pazienti. L'Unità Operativa dispone, 
inoltre, di un locale attiguo deputato ad accogliere la strumentazione laboratoristica e di una sala 
destinata alla preparazione delle sacche per la nutrizione parenterale. 
L’UTIN è una struttura ospedaliera universitaria di terzo livello in cui vengono ricoverati i nati 
presso l'ostetricia del Policlinico Universitario e neonati provenienti da altri nosocomi o da case di 
cura della città, o ancora da plessi ospedalieri della regione. 
L'UTIN è preposta anche all'assistenza intensiva pre e post- operatoria dei neonati provenienti dal 
reparto di chirurgia pediatrica attigua; si tratta di pazienti che necessitano di cure prolungate e ad 
alto rischio di colonizzazione batterica per la frequente presenza di stomie o di drenaggi. 
Le vie d’entrata di questo microrganismo all’interno delle UTIN possono essere differenti: è 
riportato, infatti,che alcuni bambini entrino in reparto negativi alla colonizzazione, ma, nascendo in 
ospedale e rimanendovi ricoverati per qualche giorno, possono essere rapidamente colonizzati da 
microrganismi resistenti durante la degenza, senza però manifestazioni morbose a livello cutaneo o 
nasofaringeo. Divengono quindi portatori sani. Generalmente, invece, pazienti già positivi alla 
colonizzazione nel momento dell’ammissione, provengono da un precedente ricovero in ospedale. 
All’interno di un nosocomio, un individuo colonizzato (paziente, membro del personale, genitore 
del neonato), non solo rappresenta un soggetto a rischio d’infezione, ma un serbatoio per il 
microrganismo, e come tale ne facilita la diffusione all’interno della struttura stessa, giocando un 
ruolo di rilievo all’interno della catena di trasmissione. La modalità principale attraverso cui 
avviene la trasmissione è per contatto diretto con le mani. Si evince pertanto che, come ampiamente 
descritto in letteratura, il sovraffollamento e il ridotto numero di personale rappresentino tra i 
principali fattori di rischio per le infezioni nosocomiali e, in particolare, nelle cross- infezioni da 
MRSA (Coello, 1997; Archie, 2008).  
 
Il lavoro svolto presso l’UTIN dell’Ospedale Policlinico di Palermo rientra pertanto in un più ampio 
studio di sorveglianza delle colonizzazioni/infezioni da MRSA, che ha avuto inizio nel giugno 
2009. Nel quinquennio 2009-2014, sono state analizzate le prevalenze settimanali delle 
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colonizzazioni da MRSA e MSSA, così da poter avere un quadro più chiaro dell’andamento del 
fenomeno.  
La prevalenza è una misura di frequenza, una formula a uso epidemiologico, data dal rapporto fra il 
numero di eventi sanitari rilevati in una popolazione in un ben preciso momento, e il numero degli 
individui della popolazione osservati nello stesso periodo. Per una migliore leggibilità di questo 
parametro, il risultato viene moltiplicato per una costante K (pari a dieci o un suo multiplo).  
 
Prevalenza % = (n° campioni positivi/ n° campioni analizzati) x 100 
 
Tab.6- Prevalenza settimanale media delle colonizzazioni da MSSA e MRSA all’interno 
dell’UTIN in cinque anni.  
Prevalenza settimanale 





Primo anno (2009/2010) 27% 5% 
Secondo anno (2010/2011) 12% 8% 
Terzo anno (2011/2012) 19% 9% 
Quarto anno (2012/2013) 10% 16% 













Fig.24- Andamento della prevalenza delle colonizzazioni da MSSA nell’UTIN nel quinquennio 
2009-2014 
 
I dati raccolti durante il presente lavoro di tesi completano l’indagine epidemiologica del 
quinquennio in questione, indicando che la frequenza delle colonizzazioni da MRSA tende a 
diminuire, mentre aumenta quella delle colonizzazioni da MSSA denotando come i ceppi 
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meticillino sensibili abbiano rimpiazzato quelli meticillino resistenti;  questo perché gli MSSA, 
hanno occupato via via, le nicchie ecologiche che erano prima di MRSA.  
 
Durante i mesi d’internato svolti presso il Policlinico, è stata valutata la prevalenza delle 
colonizzazioni da MRSA ed MSSA ed il suo andamento nel tempo. Il grafico sottostante, mostra i 
valori di prevalenza settimanale in percentuale, delle colonizzazioni da MRSA e MSSA, in 















































































































Fig- 25 Prevalenza dei ceppi valutata settimanalmente (periodo 03 febbraio- 26 maggio 2014) 
 
Ciò che emerge  dal grafico illustrato in Figura 25 è che, di fronte ad un basso numero di ricoverati, 
non vi è presenza di colonizzazioni né di MRSA né di MSSA; invece, in corrsipondenza di un 
incremento dei ricoveri, aumenta in concomitanza, anche la frequenza di isolamento di MRSA e di 
MSSA. 
 
Alla luce dei risultati ottenuti in questa UTIN, il programma di sorveglianza di MRSA 
dell’Ospedale Policlinico di Palermo dal mese di febbraio 2014 è stato esteso alle UTIN  di altri 
ospedali della città di Palermo:  
ARNAS Civico- Di Cristina-Benfratelli (UTIN 1), Presidio Ospedaliero G. F. Ingrassia (UTIN 2), 
Ospedali Riuniti Villa Sofia-Cervello (UTIN 3), Ospedale Buccheri La Ferla Fatebenefratelli 
(UTIN 4), che vengono analizzati con cadenza mensile. Queste cinque UTIN sono distribuite su 
tutto il territorio cittadino. 
 Il numero medio giornaliero di pazienti ricoverati era di: 14 presso l’UTIN1, 8 presso l’UTIN2, 19 
presso l’UTIN3, 13 presso l’UTIN4, 12 presso l’UTIN dell’AOUP “Paolo Giaccone” (UTIN 5).  
La circolazione da MRSA è stata rilevata in quasi tutte le UTIN esaminate, i livelli più elevati di 
prevalenza sono stati osservati  presso l’UTIN2 (44,4%) e l’UTIN 4 (37,5%) ed è risultata invece, 
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completamente assente solo nella UTIN 3. Quest’ultima, è un’unità  abbastanza grande, e il fatto 
che non presenti colonizzazioni da MRSA potrebbe essere correlato a procedure logistiche e 














Fig. 26- Prevalenze mensili di colonizzazione da MRSA nelle UTIN nei mesi Febbraio- Maggio 
2014. 
 
Il programma di sorveglianza ha dimostrato che la diffusione degli MRSA, riguarda tutte le UTIN 
esaminate, nonostante vi siano rilevanti differenze. Quest’ultime potrebbero essere attribuibili ad 
eterogenee caratteristiche strutturali ed organizzative (dimensioni dei locali, spazio tra le culle, 
numerosità dei posti letto e del personale, tipologia di ricoveri, politica di uso degli antibiotici). 
 
Tra i ceppi isolati durante il presente lavoro di tesi l’attenzione è stata focalizzata su 20 ceppi di 
MSSA e 24 di MRSA (tab. 7):   
 





































Prevalenza delle colonizzazioni da MRSA
Febbraio Marzo Aprile Maggio
UTIN 1: ARNAS Civico-Di Cristina-Benfratelli, UTIN 2: Presidio Ospedaliero G.F. Ingrassia, UTIN 3: 
Ospedali Riuniti Villa Sofia-Cervello,  UTIN4:  Ospedale Buccheri La Ferla Fatebenefratelli, UTIN5:  
AOUP “Paolo Giaccone” 
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2 M No MRSA Ospedale 
Policlinico 
3 F No MRSA Ospedale 
Policlinico 
4 M No MRSA Ospedale 
Policlinico 
5 M No MRSA Ospedale 
Policlinico 
6 F No MRSA Ospedale 
Policlinico 
7 M No MRSA Ospedale 
Policlinico 
8 F No MRSA Ospedale 
Policlinico 
9 F No MRSA Ospedale 
Policlinico 
10 F No MRSA Ospedale 
Policlinico 
11 M No MRSA Ospedale 
Policlinico 
12 F No MRSA Ospedale civico 
13 M No MRSA Ospedale civico 
14 M No MRSA Ospedale civico 
15 F No MRSA Ospedale 
Ingrassia 
16 F No MRSA Ospedale 
Ingrassia 
17 M No MRSA Ospedale 
Ingrassia 
18 F No MRSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
19 F No MRSA Ospedale 




20* F Sì  MRSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
21* F Sì  MRSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
22 F No MRSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
23* M Sì  MRSA 
MSSA 
Ospedale 
Buccheri La Ferla 
24 F No MRSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
25 M No MSSA Ospedale 
Policlinico 
26 M No MSSA Ospedale 
Policlinico 
27 F No MSSA Ospedale 
Policlinico 
28 F No MSSA Ospedale 
Policlinico 
29 M No MSSA Ospedale civico 
30 M No MSSA Ospedale civico 
31 M No MSSA Ospedale civico 
32 F No MSSA Ospedale civico 
33 M No MSSA Ospedale 
Ingrassia 
34 F No MSSA Ospedale 
Cervello 
35 F No MSSA Ospedale 
Cervello 
36 F No MSSA Ospedale 
Cervello 
37 F No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
38 M No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
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39 M No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
40 M No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
41 M No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
42 F No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
43 M No MSSA Ospedale 
Buccheri La Ferla 
*Gemelli eterozigoti.   
 
Solo i ceppi MRSA sono stati sottoposti ad antibiogramma, per valutare la loro suscettibilità a tre 
antibiotici. La resistenza alla cefoxitina viene utilizzata per conferma della meticillino resistenza. 
 
Tab.8- Antibiogramma per valutazione della suscettibilità dei campioni MRSA 
 






1 S22 R10 S10 
2 S22 R10 S26 
3 S20 R10 S22 
4 S24 R12 S31 
5 S22 R13 S30 
6 S22 R12 S24 
7 S24 R13 S26 
8 S24 R13 S28 
9 S22 R12 S24 
10 S22 R12 S24 
11 S20 R10 S24 
12 S22 R10 S28 
13 S22 R12 S26 
14 S22 R12 S26 
15 S23 R12 S28 
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16 S23 R13 S29 
17 S28 R12 R8 
18 R11 R12 S27 
19 S23 R14 S30 
20 S22 R13 S26 
21 R10 R10 S30 
22 S25 R12 S28 
23 S24 R11 R6 
24 S22 S28 R12 
 *(S=fenotipo sensibile; R=resistente) 
 
 
5.2.1 Tipizzazione molecolare di MRSA mediante MLVA 
I 24 ceppi sono stati sottoposti a tipizzazione molecolare mediante MLVA (Figura 27). Inoltre la 
precisa identità del ceppo è stata stabilita grazie alla tecnica MLST eseguita successivamente presso 
il Dipartimento di Scienze per la Promozione della Salute “G. D’Alessandro”, dell’Ospedale 
Policlinico di Palermo. 
 
 
Figura 27a- Profilo elettroforetico MLVA dei ceppi MRSA (campioni 1-12; ladder 100bp) 




Fig-27b MLVA degli MRSA (campioni 13-24; ladder 100bp). 
*Le frecce rosse indicano profili di bande diversi da quello standard, pur trattandosi sempre di MRSA ST22 
 
Sulla base dell’analisi dei profili elettroforetici ottenuti, è possibile notare che la maggior parte dei 
campioni presentano lo stesso profilo di bande, che è appunto quello caratteristico di ST22- IVa 
(EMRSA), uno dei cloni pandemici di MRSA a circolazione ospedaliera (HA- MRSA) identificato 
in molti paesi, inclusa l’Italia, e presente all’interno delle UTIN di Palermo anche precedentemente 
allo studio intrapreso per lo svolgimento del lavoro di tesi (Geraci, 2014).  
Il principale ceppo circolante era stato, infatti, precedentemente isolato ed identificato come   
“Middle Eastern Variant” di EMRSA-15, che si presenta identico al ceppo descritto da Biber et al., 
presente nella striscia di Gaza, Arabia Saudita ed Egitto e successivamente diffuso anche nell’area 
mediterranea. Questo ceppo è ormai imperante nell’area Palermo e non solo all’interno dei 
nosocomi ma anche in comunità e negli asili nido (Geraci, 2014).  
Alcuni profili elettoforetici si differenziano per una sola banda dal profilo caratteristico di MRSA 
ST22. Dalle esperienze precedenti è possibile affermare che tali differenze non sono significative a 
scopi identificativi ed epidemiologici , e i ceppi in questione, sono sempre stati confermati mediante 
MLST, come ST22 (Geraci, 2014) Alla luce delle indagini epidemiologiche svolte negli anni 
precedenti, tutti gli isolati il cui profilo elettroforetico ottenuto da MLVA è assimilabile a quello 
caratteristico per ST22, sono identificati come tali. Solo i ceppi con profilo di bande 
completamente differenti, vengono sottoposti a indagini molecolari più approfondite, come 
l’analisi MLST. In questo modo l’identificazione dei ceppi isolati avviene in maniera economica e 
repentina. 
 
-DISCUSSIONE E CONCLUSIONI- 
77 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI  
 
Il presente lavoro di tesi,volto a valutare l’incidenza delle infezioni da Staphylococcus aureus 
meticillino resistenti (MRSA), affronta il problema dell’antibiotico resistenza e sottolinea 
l’importanza di una pronta sorveglianza e un corretto monitoraggio delle principali strutture 
sanitarie, al fine di tenere sotto controllo eventuali infezioni, zoonosi o epidemie. 
 
Presso l’Istituto Zooprofilattico di Palermo, la gran parte delle indagini svolte è stata rivolta 
all’accertamento di eventuali infezioni di vari capi di bestiame da parte di ceppi MRSA, allo scopo 
di isolare gli animali infetti ed evitare la propagazione dell’infezione/colonizzazione ad animali 
sani, ma anche potenziali trasmissioni all’uomo.  
Questo anche a causa del fatto che la cassetta cromosomica SCCmec, legata alla meticillino-
resistenza, oltre a contenere il gene mecA, può presentare altre sequenze geniche che conferiscono 
resistenza nei confronti di altri principi attivi, comportando l’acquisizione di un fenotipo multi.-
resistente agli antibiotici (Perreten, 2010; Corro, 2010). 
Nel corso del presente progetto di tesi, la ricerca di MRSA nei campioni di matrice animale ha 
portato all’isolamento di due ceppi di Staphylococcus pseudointermedius meticillino resistenti 
(MRSP) da due tamponi cutanei isolati da cani. Inizialmente questi ceppi, positivi al test della 
coagulasi e successivamente analizzati con il test API STAPH, presentavano tutte le caratteristiche 
attribuibili a MRSA. Ma il software del test API, che identifica sotto profilo numerico il risultato 
dei test metabolici, per i campioni di origine veterinaria aveva fornito un profilo di identificazione 
dubbio, indicando come possibile specie S. pseudointermedius. L’analisi molecolare del gene 
codificante l’rRNA16S ha consentito di dirimere il dubbio e confermare l’identificazione come S. 
pseudointermedius. 
I due campioni sono stati quindi sottoposti anche ad un antibiogramma completo, costituito in tutto 
da 17 antibiotici: il primo ceppo MRSP, oltre alla meticillina, presentava un fenotipo resistente 
anche nei confronti di altri 9 antibiotici saggiati, mentre il secondo ceppo era contestualmente 
resistente ad altri 10.  
La multiresistenza indica la scarsa sensibilità del microrganismo agli antibiotici frequentemente 
testati nell’antibiogramma, e si ha quindi la presenza di un ceppo di difficile eliminazione. Inoltre 
ciò merita attenzione per gli eventuali passaggi intra ed interspecie (uomo-animale-uomo). 
(Cornegliani, 2012). Serve quindi un’attitudine responsabile nei confronti dell’uso degli antibiotici, 
mirante a minimizzare gli effetti sulla selezione di antibiotico-resistenze e, conseguentemente, a 
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preservare l’efficacia degli antibiotici attualmente disponibili in medicina veterinaria (Guardabassi, 
2009).  
 
Nel loro complesso, i dati ottenuti sottolineano l’importanza nel mantenere elevata la soglia 
d’attenzione nel monitoraggio microbiologico anche in ambito veterinario, finalizzato ad evitare il 
propagarsi d’infezioni da MRSA. L’assenza di ceppi MRSA nei campioni animali e di conseguenza 
anche in quelli alimentari, indica un basso rischio di diffusione di questo microrganismo.  
Ciò nonostante, è di fondamentale importanza anche la sorveglianza riguardo alla diffusione di S. 
pseudointermedius ed insorgenza di fenotipi resistenti da parte dei ceppi MRSP, anche perché i 
determinanti genetici di resistenza potrebbero essere trasferiti a Staphylococcus aureus, costituendo 
quindi un problema di notevole interesse clinico. 
Alla luce di quanto riportato, è auspicabile un maggior uso di tecniche molecolari per una rapida e 
riproducibile classificazione tassonomica dei microrganismi in questione.  
Oggi, sia presso l’Istituto Zooprofilattico di Palermo, che presso le aziende di allevamenti animali 
del territorio panormitano, mettere a punto efficaci misure di controllo e prevenzione, è divenuta la 
priorità assoluta, affinché il problema non diventi una minaccia per la salute pubblica. 
 
Nel corso di questo progetto di tesi, al basso rischio correlato ai ceppi di origine animale riscontrato 
nell’area palermitana, si accompagna l’elevata e preoccupante diffusione di ceppi meticillino 
resistenti nel contesto ospedaliero ed in parallelo, anche l’emergente circolazione di tali ceppi nella 
comunità; e ciò desta grandi preoccupazioni. 
La situazione dei presidi ospedalieri di Palermo e in modo particolare delle Unità di Terapia 
Intensiva Neonatale (UTIN) è risultata, infatti, problematica. L’UTIN rappresenta un’area 
particolarmente delicata per le molteplici occasioni di trasmissione delle infezioni, e numerosi sono 
i fattori di rischio che possono essere identificati, sia per la tipologia di pratiche assistenziali 
erogate, ma anche per le condizioni critiche dei neonati ricoverati (immunocompromessi, debilitati, 
malformati o sottopeso). Tutti questi fattori, possono incidere notevolmente sulla circolazione di 
microrganismi antibiotico resistenti nel reparto. 
Le più recenti linee guida della Society for Healthcare Epidemiology of America per la prevenzione 
della trasmissione nosocomiale di microrganismi multi resistentiriconoscono, proprio negli MRSA, 
unitamente ai VRE (Enterococchi Resistenti alla Vancomicina), i due gruppi di patogeni “most out 
of control”. 
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Il presente lavoro si è inserito, pertanto, a completamento di un programma di sorveglianza iniziato 
cinque anni fa, finalizzato a valutare l’andamento delle colonizzazioni da MRSA nell’ UTIN 
dell’Ospedale Policlinico di Palermo,  unitamente all’identificazione di eventuali ceppi autoctoni, 
anche in ambito veterinario. L’analisi molecolare condotta mediante MLVA sui 24 ceppi MRSA 
isolati ha evidenzato come, nel periodo preso da me in esame, ci sia la prevalenza di un solo ceppo 
ST22-IVa (EMRSA- 15). Questo è un ceppo prettamente di tipo HA- MRSA, ma è stato anche 
riscontrato in bambini reclutati in comunità.  
Infatti, nel 2013, è stato condotto uno studio svolto presso gli asili nido comunali di Palermo, che ha 
consentito di raccogliere preziose informazioni sulla circolazione di MRSA in comunità, ed in 
particolare tra bambini al di sotto di 3 anni, in buona salute ed in assenza di specifici fattori di 
rischio. Da 26 asili nido comunali con capienza di 988 bambini sono stati raccolti 617 consensi 
informati da parte dei genitori e 500 tamponi nasali. Sono stati isolati 10 MRSA inizialmente 
sottoposti ad antibiogranma, MLVA, PCR multiplex per la determinazione dell’SCCmec e PCR per 
tst-1. Tra questi 10, 8 sono stati identificati come MRSA ST22 IV / UK-EMRSA-15 “Middle 
Eastern Variant”; i restanti due sono risultati come: ST398 con SCCmecV e ST1 con SCCmec IVa. 
In un periodo precedente, era stata inoltre verificata all’interno del nosocomio stesso, la 
circolazione epidemica del ceppo CA-MRSA (ST1).  
Un dato molto interessante, che coincide con quanto riportato in letteratura (Nübel, 2013), è che il 
genotipo MLST ST22 IV è il principale ceppo circolante sia nel contesto ospedaliero che in quello 
comunitario. Non è facile, in questi casi, stabilire la vera natura e origine della circolazione di 
MRSA in due contesti così diversi, ma adattamento e sostituzione di ceppo, sono fenomeni 
caratteristici nell’epidemiologia di MRSA a livello globale (Geraci, 2013).  
Confrontando i dati relativi allo studio in UTIN e quello presso gli asili nido comunali, è possibile 
definire l’ambiente ospedaliero e in particolare le unità di terapia intensiva, come un ambiente ad 
elevato rischio per MRSA. Anche la circolazione in comunità di vari microrganismi antibiotico 
resistenti, tra cui MRSA stesso, è un problema emergente, ma ad oggi di minore entità, se 
paragonato al contesto ospedaliero. È importante in questa fase raccogliere il maggior numero 
possibile di dati rappresentativi della situazione in comunità e in ospedale in modo da poter 
realizzare interventi mirati e coordinati da più fronti per arginare e risolvere il problema.  
Durante il quinquennio sorveglianza epidemiologica di MRSA, in cui si inserisce il presente studio, 
la messa a punto di un corretto programma di prevenzione e controllo ospedaliero, basato anche su 
semplici e pochi accorgimenti, ha portato ad una netta diminuzione delle colonizzazioni da MRSA; 
questo soprattutto, grazie a: 
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 Programmi di formazione del personale sanitario; 
 Promozione di un’attenta igiene delle mani; 
 Invito all’utilizzo di soluzioni a base di alcool per la disinfezione; 
 Promozione dell’igiene di tutti gli ambienti ospedalieri, soprattutto quelli occupati da 
pazienti colonizzati.  
 
Al fine di migliorare il sistema di prevenzione, è stata molto utile anche la rete di collaborazione tra 
le varie UTIN di Palermo, così da mettere in opera un modello di sorveglianza multicentrica. 
 
Concludendo, è possibile affermare che l’esperienza maturata durante l’internato di tesi, ha 
messo in evidenza l’importanza della sorveglianza della circolazione e colonizzazione di MRSA e 
MSSA, sia in ambito veterinario, che nosocomiale. Solo attraverso la raccolta di dati è possibile 
stimare l’entità del problema e conoscere le dinamiche di circolazione dei ceppi. Nel nostro caso, al 
basso rischio correlato al contesto veterinario e animale, si associa l’importante circolazione di 
MRSA in ospedale e in comunità.  Intervenire in maniera efficace al il fine di interrompere la catena 
di trasmissione è difficile e spesso oneroso, in quanto nessun metodo da solo, risulta sufficiente allo 
scopo. Tuttavia, un costante monitoraggio epidemiologico, unito a misure preventive adeguate, può 
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